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RÉSUMÉ
Chez les mammifères mâles, le facteur de transcription SRY déclenche la cascade
de la formation des testicules lors de la détermination du sexe. Par contre, le mode d’action
de SRY et les gènes ciblés par cette action sont encore peu connus. De récentes études de
criblage d’expression de gènes par réseau à haute densité chez les souris (Grimmond, S.et
aÏ., 2000) ont révélé de nouveaux gènes candidats mâle-spécifiques, Vnn] et FnJ, qui
seraient vraisemblablement impliqués dans la détermination du sexe tout de suite après
l’expression du gène Siy. De plus, des expériences de souris knock-out pour le gène fg/9
ont démontré un phénotype d’inversement de sexe chez les souris mâles (Colvin, J.S., et aï.
2001).
Nos hypothèses de travail sous-tendent que l’expression des gènes VNNJ, FNJ et
fGF9 serait contrôlée directement par SRY ou indirectement par d’autres facteurs de
transcription impliqués lors de la détermination et de la différenciation des testicules,
comme SOX9, Sf-l et GATA4. De plus, des séquences régulatrices devraient pouvoir être
identifiés â l’intérieur de ces gènes qui seraient communes à celles des gènes homologues
retrouvés chez les autres espèces.
Pour atteindre nos objectifs, nous avons développé des stratégies pour cloner
rapidement les séquences codantes et les séquences génomiques des trois gènes à étudier
(VNN], PN] et FGF9) chez le porc. Nous avons fait des analyses comparatives entre les
séquences des gènes entre eux et entre les espèces. Nous avons ensuite inséré les séquences
5’flanquantes d’ADN génomique porcine des gènes VNN]et PN1 dans un vecteur en amont
des séquences d’un marqueur GFP. Des études de co-transfection avec ces constructions
dans des cellules CV-1 nous ont permis d’étudier l’effet de différents facteurs de
transcription (SRY, SOX9, WT1, SF1, LHX9, GATA4) sur l’activité transcriptioimefle des
séquences promotrices des gènes VNNJ et PN1. Premièrement, nous avons observé que le
facteur SOX9 est capable de transactiver le promoteur VNNI porcin, mais pas le promoteur
FN] porcin. Deuxièmement, le facteur GATA4 cause un effet contradictoire sur la
régulation des gènes VNN] et FNJ porcin. En effet, il inhibe l’expression du promoteur
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VNN1 porcin, mais il transactive le promoteur PN] porcin. Troisièmement, L’effet
transactivateur de GATA4 sur le promoteur PNJ porcin est complètement annulé par le
facteur SOX9. Finalement, il semble que l’effet transactivateur de SOX9 sur le promoteur
VNNJ porcin est spécifique à l’espèce porcine étant donné qu’il ne démontre aucun effet
significatif sur les promoteurs VNNJ humain et murin.
Ces observations intéressantes chez le porc sont le point de départ d’une
série d’expériences qui permettront une meilleure compréhension du modèle proposé de
détermination et de différenciation du sexe.
Mots clés détermination du sexe mammalien, différenciation du sexe mammalien,
testicules, VNNI, PAT], fGf9, porc.
VSUMMARY
In male mammals, the transcription factor SRY initiates sex determination and the
development of testes. At the present time, neither the mode of action of SRYnor the direct
gene targets ofSRY are known. Recent high density gene expression studies (Grimmond et
al., 2000) have identified candidate genes, Vnn] and PnI, that are expressed within the
male genitai ridge immediately after the expression of SR Y and that may be implicated in
sex determination and differentiation. In addition, gene knock-out experiments for FgJ9
revealed a sex reversai phenotype in maie mice (Colvin et al., 2001).
Our working hypothesis for the present studies is that the expression of VNNJ, FNI
and fGf9 within the developing genital ridge is controlled either directly by SRY or
indirectly by additional transcription factors implicated in the determination and
differentiation of testes, such as SOX9, SF1 and GATA4. In addition the transcriptional
control sequences of these genes should be identifiable within these genes and should be
conserved between homologous genes from different mammalian species.
To allow our studies we have developed strategies for rapid cioning of coding and
genomic (promoter) sequences for three candidate genes (VNNJ, FNJ and FGf9) from the
pig. We have compared these gene sequences with human and mouse sequences, to reveal
high conservation (fGf9), intermediate (VNNI) and more modest (VNNJ) conservation of
sequences. To initiate functional studies, we inserted 5’ flanking genomic DNA sequences
for pig VNNJ and PNJ into an expression vector for the marker protein GFP. We have
used co-transfection studies in CV-1 celis to study the effect of different transcriptionai
factors (SRY, SOX9, WTÏ, SF1, LHX9, GATA4) on the transcriptional activity of
promoter sequences for porcine VNNJ and FN]. We observed that 50X9 was able to
transacativate the porcine VNNJ promoter but not the porcine FNJ promoter. We further
observed that GATA4 effects the regulation of porcine VNN] and P?’/1 promoters in a
contrasting fashion, with an inhibition of the porcine VNNI promoter and an activation of
the PN] promoter. Additionally we observed that the transactivation effect of GATA4 on
the porcine FN1 promoter is nullified by SOX9. Finally, the effect of SOX9 on the VNN1
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promoter appears species specific, as the transactivation seen for the porcine promoter was
not seen for the human and mouse promoters.
The characterization of the coding sequences for porcine VNN], FNJ and fGf9, as
welI as the promoter sequences for VNNI and FNJ contributes to our understanding of the
currently held model of mammalian sex determination and differentiation, and lays the
foundation for future studies on gene activation within the male genital ridge at the time
and immediately subsequent to SRY expression.
Key words: mammalian sex determination, mammalian sex differentiation, testes, VNN1,
PNJ, fGF9, pig.
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21 INTRODUCTION
1.1 LA REPRODUCTION SEXUÉE ET LA DÉTERMINATION DU
SEXE CHEZ LES ANIMAUX
Étant donné la prédominance de la méiose et de la reproduction sexuée dans les
systèmes biologiques, la très grande majorité des animaux ont besoin de s’accoupler pour
se reproduire. La plupart du temps, cela nécessite la présence d’individus mâles et
d’individus femelles. Cependant, les mécanismes régissant le développement sexuel des
individus peuvent différer d’une espèce à l’autre. Dans la nature, il existe au moins trois
types de détermination sexuelle.
1.1.1 La détermination sexuelle environnementale
Certaines espèces ont un patron génétique identique entre les sexes, mais ils
dépendent de signaux externes environnementaux pour contrôler leur phénotype sexuel. En
effet, ils utilisent des facteurs environnementaux pour déterminer le sexe de la nouvelle
progéniture comme la température, le pH ou encore le ratio mâle:femelle de la population
(Haqq et Donahoe, 1998). Chez certains poissons, le phénotype sexuel est façonné à l’âge
adulte par un groupe dynamique de stimuli comme les hormones et les signaux visuels
(Francis et aÏ., 1993). Chez plusieurs reptiles (alligators et tortue), le phénotype sexuel
dépend de la température d’incubation des oeufs fertilisés (Pieau et al., 1996).
1.1.2 La détermination sexuelle dose-dépendante
Chez certaines espèces, les différences génétiques entre les sexes procurent un
moyen interne de régulation de la détermination du sexe. Dans cette catégorie, la
détermination du sexe peut être contrôlée par des mécanismes de dosage compensatoire ou
par la présence d’un gène dominant situé souvent sur un chromosome hétérogamétique. La
3mouche Drosophila ni elanogaster dépend d’un processus dos age compensatoire (résumé
par Lalli et al., 2003). Les mouches homogamétiques XX sont femelles et les mouches
hétérogamétiques XY sont mâles. Le déclenchement de la détermination du sexe est
contrôlé par le ratio de chromosomes X par rapport aux autosomes (A). Un ratio de X/A
égal à 1 produit des femelles et un ratio X/A égal à 0,5 produit des mâles. Ainsi, même si
D.melanogaster mâle possède un chromosome Y, il est inutile pour la détermination du
sexe parce que les individus XO sont mâles stériles et les individus XXY sont femelles. La
valeur du ratio de XIA détermine le sexe via un petit nombre de gènes régulateurs. La
cascade des gènes impliqués contrôle simultanément l’activation du chromosome X, le
phénotype sexuel somatique et le développement des gonades. Chez D.melanogaster, la
plupart des gènes deviennent actifs ou inactifs selon le sexe par un épissage alternatif
(résumé par Lalli et al., 2003).
Chez tes nématodes C.elegans, l’identité sexuelle est déterminée par l’activité de
plusieurs gènes qui interagissent dans une cascade de régulation complexe. Cette cascade
contrôle non seulement les traits sexuels, mais aussi le niveau d’expression des gènes du
chromosome X lors du processus de dosage compensatoire (CIme et al., 1996). Les
animaux XX deviennent des hermaphrodites et les animaux XO deviennent mâles (Madi et
aÏ., 1979). Au tout début du développement, le ratio X/A contrôle l’activité du gène xol-],
un gène clé qui contrôle la détermination du sexe et le dosage compensatoire. Lors de
l’embryogenèse, une activité élevée de la protéine XOL-1 déclenche le développement
mâle alors qu’une faible activité provoque le développement hermaphrodique (Rhind et al.,
1995).
1.1.3 La détermination sexuelle causée par la présence d’un gène
dominant
Les mammifères euthériens et les oiseaux font partie du système gène dominant
pour la détermination sexuelle. Chez les oiseaux, les mâles sont homogamétiques (ZZ) et
les femelles sont hétérogarnétiques (ZW). Ce sont les femelles qui déterminent le sexe de la
4progéniture (Buil et aï., 1974). Chez les mammifères, c’est le phénomène contraire, ce sont
les mâles qui déterminent le sexe des rejetons. Les femelles portent deux chromosomes X
(XX) et les mâles portent un seul chromosome X et un chromosome Y (XY). Ainsi, ta
détermination du sexe est contrôlée par un effet dominant du chromosome W chez les
oiseaux et du chromosome Y chez les mammifères. Cet effet s’exerce quel que soit le
nombre de chromosomes X ou Z associés. Alors, si un individu possède le génotype
XXXY, on observera un phénotype mâle alors qu’un individu ayant le génotype XO se
développera en femelle (ford et al., 1959 ; Jacobs et al., 1959).
Dans les années 40, tes études d’Alfred Jost dont les travaux ont permis d’établir les
concepts fondamentaux de la détermination et de la différenciation du sexe chez les
mammifères ont appuyé l’hypothèse de l’existence d’un gène dominant sur le chromosome
Y qui déclencherait la détermination du sexe. Par la castration in utero des gonades de
lapins avant leur différenciation, iL a pu observer que tous les embryons (XX et XY)
développaient un système reproducteur femelle et qu’aucun développement n’était observé
au niveau des canaux de Wolff(Jost, 1947). Les ovaires n’étaient donc pas nécessaires pour
le développement des canaux de Mtiller et la voie de développement femelle semblait être
la voie du développement sexuel par défaut. Aussi, les expériences de Jost démontraient
que le développement des canaux de Wolff et la régression des canaux de Millier
dépendaient de substances produites et sécrétées par les testicules en développement chez
les mammifères euthériens. En absence du gène dominant sur le chromosome Y, les ovaires
se développent à partir des gonades bipotentielles, ainsi que les caractéristiques secondaires
femelles. Ce gène dominant hypothétique a été appelé « facteur qui détermine les
testicules » ou TDf (testis determinating factor).
1.2 LA RECHERCHE DU TDF
Le gène TDf sur le chromosome Y a été localisé à l’aide d’ADN de patients qui
portaient seulement certaines parties du chromosome Y. Des femmes qui avaient un
caryotype XY ont été répertoriées et elles possédaient pratiquement toutes un chromosome
5Y qui manquait une petite région qui encodait le TDF. Inversement, des hommes qui
avaient un caryotype XX ont été décrits comme ayant une addition d’une petite portion du
chromosome Y qui portait le gène TDF sur un de leur chromosome X (Page et al., 1987).
En fait, ce petit morceau correspondait à la région proximale de la région
pseudoautosomale du petit bras du chromosome Y, Yp (Page et aï., 1987). En utilisant une
stratégie de clonage positionnel sur ce petit morceau de chromosome Y, il a été possible
d’isoler un gène dans cette région le gène SRY (Sex-determinating region-Y) (Sinclair et
al., 1990). La présence ou l’absence du gène SRY corrélait avec les phénotypes de réversion
de sexe : SRY était détectable chez un pourcentage des individus 46-XX qui possédaient un
phénotype mâle et il était absent chez certains individus 46-XY avec un phénotype femelle.
De plus, des mutations qui empêchaient l’expression du gène SRY ont été identifiées chez
certaines femelles 46-XY (Jager et al., 1990 ; Berta et al., 1990). Finalement, la meilleure
preuve montrant que SRY est effectivement le TDF est venue de l’analyse de souris
transgéniques qui portaient dans leur génome un fragment de 14kb du transgène SRY
(Koopman et aÏ., 1991). Chez environ 30% des lignées, les souris XX avaient développé
des testicules et les autres structures reproductives masculines et elles démontraient des
comportements d’accouplement mâles normaux. Ces mâles XX étaient toutefois stériles.
Des analyses histologiques ont démontré la présence de cellules de Sertoli, de cellules de
Leydig et de cellules myoïdes, mais l’absence de cellules en spermatogénèse. Le fait que
cet inversement de sexe n’ait pas été observé chez 100% des lignées avait été expliqué par
les différents sites d’intégration du transgène.
1.3 ORIGINE ET DÉVELOPPEMENT DES GONADES CHEZ LES
MAMMIFÈRES
1.3.1 Les crêtes génitales
Suite à la gastrulation et aux courbures du disque embryonnaire, les ébauches des
gonades apparaissent chez l’embryon de mammifère sous la forme d’une crête
6longitudinale bilatérale située de chaque côté de la ligne médiane, entre le mésonéphros et
le mésentère dorsal. Ces crêtes sont appelées les crêtes génitales. Les crêtes génitales sont
formées suite à une prolifération de l’épithélium coelomique et à une condensation du
mésenchyme sous-jacent (Langman et aÏ., 1996). Chez la souris, les crêtes génitales se
développent au jour elO chez le porc au jour e21 et chez l’humain à la quatrième semaine
de développement du foetus. À ce stade, les cellules germinales ne sont toujours pas
présentes dans les crêtes génitales.
1.3.2 Les cellules primordiales germinales
Autant chez la souris, le porc ou l’humain, les cellules germinales apparaissent à un
stade précoce du développement avant la formation des crêtes génitales. Chez la souris,
elles sont retrouvées primitivement dans le mésoderme extraembryonnaire à la base de la
vésicule vitelline au jour e7,5 (Ginsburg et al., 1990). Elles forment un groupe distinct
d’environ 75 cellules à l’étape pré-somite (Hogan et al., 1994). Au jour e8,0, les cellules
germinales primordiales se mettent à migrer activement le long du mésentère dorsal de
l’intestin postérieur et elles envahissent les crêtes génitales en formation autour des jours
el l-ell,5. Aussi, aux environs du jour e13,0, grâce à des divisions toutes les 16 heures,
environ 25 000 cellules primordiales germinales auront colonisé chaque crête génitale
(Hogan et al., 1994). Chez l’embryon humain, c’est à la sixième semaine de développement
que les cellules germinales pénètrent dans les crêtes génitales (Langman et al.,1996).
1.3.3 Les gonades indifférenciées
Peu avant et pendant l’arrivée des cellules germinales primordiales dans les crêtes
génitales, l’épithélium coelomique prolifère activement et envahit le mésenchyme sous
jacent. Chez la souris, au jour e12,0, les cellules épithéliales se multiplient pour former un
certain nombre de cordons de forme irrégulière : les cordons sexuels primitifs. Ces cordons
primitifs entourent progressivement les cellules de Sertoli et les cellules germinales
7primordiales dans le mésenchyme (Colvin et al., 2001). Dans les deux sexes, ces cordons
restent en connexion avec la surface épithéliale et, à ce stade du développement, il est
impossible de distinguer la gonade mâle de la gonade femelle.
1.3.4 Les gonades bïpotentielles
Les gonades bipotentielles possèdent les quatre types cellulaires précurseurs qui
serviront à former soit les testicules, soit les ovaires. Il y a les cellules germinales, les
cellules de support, les cellules stéroïdogéniques et les cellules du tissu conjonctif. Dans les
gonades bipotentielles, les cellules germinales primordiales qui proviennent de la paroi de
la vésicule vitelline ont migré et envahi les crêtes génitales. Parallèlement à sa prolifération
dans le mésenchyme sous-adjacent, l’épithélium coelomique de la crête génitale se
différencie en cellules de support bipotentielles (Karl et al., 1998). En ce qui concerne les
cellules mésenchymateuses de la gonade en développement, elles se différencient en
cellules du tissu conjonctif et en cellules stéroïdogéniques (Buehr et aÏ., 1993 ; Martineau et
aÏ., 1997). Dans les gonades différenciées, les cellules de support bipotentielles donneront
naissance aux cellules de Sertoli dans les gonades mâles et aux cellules de la granulosa
dans les gonades femelles (Albrecht et al., 2001). Les cellules du tissu conjonctif
deviendront les cellules péritubulaires myoïdes, les cellules endothéliales vasculaires et les
cellules myoépithéliales dans les testicules tandis que dans les ovaires, elles deviendront les
cellules stromales. Les cellules stéroïdogéniques se transformeront en cellules de Leydig
chez le mâle et en cellules de la thèque chez la femelle. finalement, les cellules germinales
primordiales donneront les pro-spermatogonies chez le mâle et les ovocytes chez la
femelle.
1.3.5 Les testicules
Chez les mammifères mâles, SRY est le gène situé sur le chromosome Y qui est
nécessaire et suffisant pour induire le développement des testicules (Sinclair et al., 1990
8Koopman et al., 1991). La délétion du gène Siy produit des souris femelles XY (Loveli
Badge et Robertson, 1990 ; Gubbay et al., 1992), tandis que l’ajout d’un transgêne Sry
produit des mâles XX (Koopman et aÏ., 1991). À ce jour, il y a quatre événements
cellulaires mâle-spécifique responsables du développement normal des testicules la
prolifération cellulaire, la différentiation des cellules épithéliales coelomiques en lignée de
cellules de Sertoli, la migration cellulaire mesonephrique et la vascularisation. Toutes ces
voies cellulaires dépendent de l’expression de SRY dans les crêtes génitales.
1.3.5.1 La prolifération des précurseurs des cellules de Sertoli et la différenciation en
cellules de Sertoli
Lors de ta formation des testicules, une augmentation de la prolifération de
l’épithélium coelomique de la gonade se produit entre les jours cl 1,3 et e 12,1 chez la souris
(Schmahl et al., 2000). Avant le jour el 1,5, la prolifération donne naissance aux
précurseurs des cellules de Sertoli et â des cellules interstitielles encore non identifiées
(Karl et al., 1998). Après le jour cl 1,5, les cellules de l’épithélium coelomique contribuent
encore aux gonades XY, mais elles donnent seulement des cellules interstitielles non
identifiées. La prolifération des cellules de l’épithélium coelomique serait dépendante de
l’expression de SRY. En effet, le patron de prolifération des gonades XX de souris porteuses
du transgêne Siy a été examiné et trouvé identique au patron des gonades XY (Schmahl et
al., 2000). Inversement, les gonades XY provenant des souris B6XYpos qui deviennent des
ovaires ou des ovotesticules démontrent un niveau de prolifération similaire aux gonades
XX. Néanmoins, de récentes études d’expression ont démontré que SRY n’était pas exprimé
dans les cellules épithéliales coelomique (Bullejos et al., 2001). Ainsi, il a été suggéré que
les précurseurs des cellules de Sertoli qui expriment SRY dans le voisinage de l’épithélium
coelomique seraient capables d’élargir leur population en recrutant d’une façon non
cellulaire et autonome les cellules de l’épithélium coelomique qui n’expriment pas SRYen
lignée de Sertoti (Tilmann et aÏ., 2002).
1.3.5.2 La migration des cellules mésonépliriques
9Les cellules migratoires provenant du mésonéphros sont représentées par au moins
trois lignées de cellules les cellules péritubulaires myoïdes, les cellules endothéliales et les
cellules périvasculaires (Martineau et al., 1997). Des expériences ont démontré qu’elles
contribuaient à la formation des gonades XY et que la culture des gonades XY sans leur
mésonéphros adjacent empêchait la formation des cordons testiculaires (Buehr et al., 1993
Merchant-Larios et al., 1993). Les cellules migrent dans les gonades XY entre les jours
ell,5 et au moins el6,5, mais pas dans les gonades XX. La migration cellulaire à partir du
mésonéphros adjacent serait un des premiers événements induits par SRY et elle jouerait un
rôle dans la formation des cordons testiculaires. En effet, des expériences ont montré que la
migration des cellules mésonéphriques ne se faisait pas dans les gonades XY chez des
souris qui n’exprimaient pas $ry. De façon contraire, les gonades XX qui portent le
transgène Sry et qui forment des testicules sont capables de recruter les cellules à partir du
mésonéphros (Capel et al., 1999). Des interactions entre les cellules migratoires du
mésonéphros et les précurseurs des cellules de soutien auraient un rôle important à jouer
dans l’établissement de la destinée des cellules de Sertoli. Des expériences ont démontré
que la migration des cellules mésonéphriques était capable d’induire la différentiation des
cellules de Sertoli en absence de $RY chez les précurseurs des cellules de soutien (Tilmann
et al., 1999).
1.3.5.3 La vascularisation
Jusqu’au jour ell,5, la vascularisation primitive est identique dans les crêtes
génitales XX et XY. À partir du jour e12,5, les gonades XY développent une
vascularisation distincte. Elle se caractérise par le développement d’un large vaisseau
coelomique juste au-dessous de l’épithélium coelomique. Cette réorganisation de la
vascularisation coïncide avec l’expression de SRY et la formation des cordons testiculaires.
Des expériences de gonades en culture ont montré que peu de temps après le début de
l’expression de SRY, les gonades XY recrutent un grand nombre de cellules endothéliales
provenant du mésonéphros adjacent, un mécanisme totalement absent dans le cas des
gonades XX (Capel et al., 2002). Ces cellules endothéliales migratoires ne contribuent pas
au développement veineux ou lymphatique, mais plutôt au système artériel. Cette nouvelle
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formation du système artériel établirait un nouveau patron de flux sanguin dans les gonades
XY qui pourrait être impliqué dans l’exportation de la testostérone dans le but de
masculiniser les embryons XY (Capel et al., 2002).
Grâce aux événements de migration, prolifération et différenciation cellulaire
spécifiques chez les mâles, les cordons sexuels primitifs se transforment graduellement
pour former une série de cordons cellulaires bien distincts désormais appelés cordons
testiculaires. Les cordons testiculaires sont constitués de cellules de Sertoli qui dérivent de
l’épithélium coelomique (Karl et Capel., 1998) et de cellules germinales entourées d’une
membrane basale faites de cellules péritubulaires myoïdes (Nordqvist, 1995). Par la suite,
les cordons testiculaires perdent leur connexion avec l’épithélium superficiel et ils en sont
alors séparés par une structure fibreuse appelée la tunique albuginée (Langman et Sadler,
1996). Dans l’espace interstitiel qui entoure les cordons testiculaires, on retrouve les
cellules stéroïdogéniques de Leydig et les cellules endothéliales formant les vaisseaux
sanguins qui se développent. Ainsi, au jour e 12,5, les gonades mâles peuvent être
facilement distinguées des gonades femelles, non seulement par leur grosseur et par la
présence des cordons testiculaires composés de cellules de Sertoli exprimant le gène MIS,
mais aussi par leur haut degré de vascularisation et par l’expression de la testostérone par
les cellules de Leydig (Nordqvist, 1995).
1.3.6 Les ovaires
Lorsque l’embryon est génétiquement féminin, c’est-à-dire lorsqu’il ne possède pas
le gène SRYdû â l’absence du chromosome Y, les gonades bipotentielles prennent la voie
de la différenciation en ovaires. En absence de SRY, les précurseurs des cellules de support
suivent la voie ovarienne et deviennent éventuellement des cellules folliculaires. La
morphologie des ovaires en développement demeure longtemps similaire â celle des
gonades indifférenciées et la première indication que ce sont des gonades femelles
n’apparaît qu’au jour e13,5 chez la souris, au moment où les cellules germinales
commencent à entrer en méiose (Nordqvist, 1995). Contrairement aux testicules, les ovaires
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ont une apparence amorphe et démontrent très peu d’organisation structurelle. Au niveau
des ovaires en développement, les cordons sexuels primitifs se segmentent en amas
cellulaires irréguliers. Ces amas contenant des flots de cellules germinales (gonocytes) sont
situés dans la zone médullaire de l’ovaire. Plus tard, ils seront remplacés par un stroma
vasculaire qui constitue la zone médullaire de l’ovaire (Langman et Sadler, 1996). De plus,
contrairement aux gonades mâles, l’épithélium superficiel de l’ovaire demeure épais et il
continue à proliférer pour donner naissance à une deuxième génération de cordons appelés
cordons sexuels corticaux. Ces cordons pénètrent dans le mésenchyme, mais sans vraiment
s’éloigner de l’épithélium superficiel (Langman et Sadler, 1996). Les cordons corticaux
seront à leur tour segmentés en amas cellulaires contenant une ou plusieurs cellules
germinales (gonocytes) qui se transformeront ensuite en ovogonies alors que les cellules
épithéliales qui les entourent formeront les cellules folliculaires (Langman et Sadler, 1996).
Plusieurs expériences ont démontré que les cellules germinales primordiales sont requises
pour la différentiation des cellules folliculaires. En absence des cellules germinales
primordiales, les follicules ne se forment jamais (Huang et al., 1993 ; Bedell et al., 1995).
Pour leur part, la différentiation des cellules de Sertoli et la formation des cordons
testiculaires ne sont pas dépendantes des cellules primordiales germinales. Dans les
testicules, en absence des cellules primordiales germinales, les cordons testiculaires se
forment normalement. Les cellules germinales primordiales entrent de façon synchronisée
en méiose à partir du jour e 13,5 en absence de toute interférence de la part des cellules de
Sertoli et ce, indépendamment du patron chromosomique (XX ou XY). Dans les ovaires,
les cellules germinales arrêtent au stade de la première prophase de la méiose I et elles ne
reprennent leur division qu’au du début des cycles ovulatoires (McLaren et al., 2000).
1.3.7 La différenciation des voies génitales internes
Tout comme dans le cas des gonades, il est impossible de distinguer les voies
génitales internes au tout début du développement des embryons mâle et femelle. Pendant
l’étape indifférenciée, les embryons mâles et femelles possèdent deux paires de conduits
les canaux de Mûller (canaux paramésonéphriques) et les canaux de Wolff (canaux
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mésonéphriques). Pour activer la voie de différentiation mâle, les testicules produisent trois
hormones différentes qui sont essentielles au développement mâle. La première hormone
produite est l’hormone glycoprotéique MIS (Miillerian inhibitïng substance), membre de la
superfamille des TGF-f3. Elle est produite par les cellules de Sertoli dans les cordons
testiculaires et cause la régression des canaux de Millier (Munsterberg et Loveli-Badge,
1991). Tout de suite après la sécrétion de MIS, les cellules de Leydig produisent la
testostérone qui maintient les canaux de Wolff et développe les organes génitaux externes
mâles (Covin et ai, 2001). Finalement, un peu plus tard durant la gestation, les cellules de
Leydig vont aussi produire un membre de la famille des peptides d’insuline, Insi3 (insulin
like peptide 3), qui cause la descente des testicules dans le scrotum (Zimmermann et ai.,
1999). De façon consistante â leur rôle dans le développement des testicules, MIS, Insl3 ou
les enzymes stéroïdogéniques qui produisent la testostérone ne sont pas présents dans les
ovaires foetaux. De plus, ii semble que la synthèse de la testostérone est activement
réprimée par la présence de la molécule de signalisation WNT-4 lors des étapes
embryonnaires du développement femelle (Vanio et ai., 1999). Ainsi, en absence de ces
trois hormones testiculaires, la différenciation femelle se produit. Sans MIS, les canaux de
Mtiller sont maintenus; sans testostérone, les canaux de Wolff dégénèrent et les organes
génitaux externes femelles se développent par défaut ; sans Insl3, les gonades restent dans
l’abdomen.
Chez le mâle, chaque canal de Wolff va se différencier en vésicules séminales, en
épididyme et en canal déférent. De plus, la sécrétion de la testostérone permettra le
développement des organes génitaux externes comme le pénis et le scrotum (Langman et
Sadier, 1996). Le développement des organes génitaux externes chez le mâle est induit par
ta dihydrotestostérone (DHT) qui est produite à partir de la testostérone grâce à l’action de
l’enzyme 5a-réductase dans les tissus cibles. Chez la femelle, les canaux de Mflhier vont se
fusionner pour former le canal utéro-vaginai dont la différentiation permettra la formation
des trompes de Failope, de l’utérus et de la partie supérieure du vagin. Parallèlement, il y
aura déclenchement de la formation des organes génitaux externes comme le clitoris, les
grandes lèvres, les petites lèvres et la partie inférieure du vagin (Langman et Sadier, 1996).
Les facteurs contrôlant la différenciation du canal de MUller sont très mai connus. Il a été
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suggéré que les oestrogènes maternels et placentaires ainsi que les oestrogènes sécrétés par
l’ovaire foetal jouent un rôle dans ce processus (Langman et Sadier, 1996). De plus, il a
aussi été démontré que la molécule de signalisation WNT-4 était nécessaire au
développement des canaux de Millier (Vainio et aÏ., 1999).
1.4 DESCRIPTION DES GÈNES ESSENTIELS AU
DÉVELOPPEMENT DES GONADES CHEZ LES MAMMIFÈRES
1.4.1 Le gène SRY
Le gène SRY (Sex-determining Region-Y chromosome) est le gène clé qui
déclenche le développement des testicules chez les mammifères (Sinclair et aÏ., 1990;
Gubbay et al., 1990). Il est le seul gène lié au chromosome Y nécessaire et suffisant pour
lancer le programme du développement des testicules. Des mutations de ce gène chez
l’homme ou la délétion de ce gène chez les souris mâles Ytdyrnl (Gubbay et aÏ., 1992
LoveIl-Badge et Robertson, 1990) provoquent des cas de réversion de sexe mâle vers
femelle. Inversement, la présence du gène S]? Y chez des souris transgéniques
génétiquement femelle XX (Koopman et al., 1991; Bicher et al., 1995) cause l’initiation du
développement des testicules et une réversion de sexe complète femelle vers mâle.
Chez la souris, l’expression de Sry est restreinte au niveau des crêtes génitales et
débute au jour elO,5. L’expression atteint un maximum au jour ell,5 pour finalement se
terminer au jour e12,5 (Hacker et al., 1995 ; Bullejos et Koopman, 2001 ; Bergstrom et aï.,
2000). $ry apparaît en une vague dynamique d’expression qui émane des régions centrales
et/ou antérieures, qui s’étend de façon subséquente aux deux pôles et qui termine au pôle
caudal des crêtes génitales (Bullejos et Koopman, 2001). Récemment, des transcrits
linéaires de Sry ont aussi été observés au niveau du cerveau chez les embryons de souris
(Mayer et al., 2000). Chez la souris adulte, des transcrits circulaires non-traduits sont
détectés dans les cellules germinales au niveau des testicules (Koopman et al., 1990 ; Capel
et al., 1993). Chez le porc, l’expression de SRY a été trouvée dans les crêtes génitales
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indifférenciées au moins à partir du jour e21, pour atteindre son maximum au jour e23
(Daneau et aÏ., 1996). Les transcrits de SRY sont toujours détectables au jour e52 (Parma et
aÏ., 1999). Chez l’humain, SRYn’est pas contrôlé de façon aussi étroite que chez la souris;
des transcrits de SRY sont trouvés au niveau de nombreux tissus adultes et foetaux en plus
des testicules (Clépet et al., 1993). Dans les crêtes génitales humaines, SRY est détecté pour
la première fois entre les jours 41 et 44 post-ovulation et son expression est maximale au
jour 44 post-ovulation (Hanley et al., 2000). Contrairement à ce qui se passe chez la souris,
SRY humain continue à être exprimé dans les gonades jusqu’au stade adulte (Hanley et al.,
2000).
La protéine SRY possède un domaine conservé de 79 acides aminés appelé boîte
KMG (iigh Mobility Group) (Sinclair et al., 1990). Ce domaine est caractéristique aux
protéines HMG, une famille de facteurs de transcription qui activent (ou inhibent) la
transcription des gènes en liant et en repliant l’ADN (Kamachi et al., 2000). Des mutations
dans le gène SRY ou dans ses régions flanquantes ont été répertoriées chez des patients
46,XY qui souffraient de réversion de sexe complète ou partielle. Plus de 30 mutations ont
été identifiées dans le cadre de Lecture ouvert du gène SRYet toutes ces mutations sauf une
se retrouvent au niveau de la boîte HMG, confirmant ainsi l’importance fonctionnelle de
cette région chez la protéine SRY (Veitia et al., 1997).
La région de la boîte HMG est hautement conservée entre les différentes espèces de
mammifères. La comparaison des séquences en acides aminés du domaine HMG de SRY
chez l’humain, la souris, la vache, le porc et le mouton révèle une identité de 70% (Sinclair
et al., 1990; .Gubbay et al., 1990; Daneau et al., 1995; Daneau et al., 1996; Payen et al.,
1996) Par contre, les séquences en dehors de ce domaine possèdent très peu d’homologie
entre les espèces, tant au niveau des nucléotides qu’au niveau des acides aminés. Par
exemple, la région riche en glutamine située au bout 3’ de la boîte HMG de la protéine Sry
de souris est absente chez la protéine SRY humaine. Cette région permet à la protéine Sry
murine d’activer l’expression d’un gène rapporteur cible dans des études faites dans des
cellules hétérologues (Dubin et Ostrer, 1994). Lors de cette même étude in vitro, la protéine
humaine n’active pas l’expression de ce gène rapporteur. In vivo, il semble que le domaine
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riche en répétition de glutamine de la protéine Sry de souris ait un rôle essentiel lors de la
détermination du sexe (Bowies et al., 1999). Des constructions de $ry qui n’ont pas ce
domaine sont incapables d’induire ta formation de testicules chez les embryons XX de
souris transgéniques contrairement à la construction Siy de type sauvage. Ces études
suggèrent que Siy pourrait agir via un mécanisme fondamentalement différent chez la
souris comparativement aux autres mammifères (Bowies et al., 1999).
Par analogie aux autres facteurs HMG, $RY aurait un rôle de facteur de transcription
qui se lie à L’ADN pour modifier l’expression de gènes. Des études de liaison ont été
réalisées afin de trouver un site de liaison consensus pour la protéine SRY. Ces études ont
révélé que SRY pouvait lier le même site que d’autres protéines à boîte HMG comme TCF
1, LEF-1 et les SOX soit AIT AIT CAAA/T G (Harley et al., 1994: Van de Wetering et aï.,
1993 ; Denny et al., 1992 ; Bel! et al., 1997). Tout comme les autres facteurs à domaine
HMG, SRY peut se lier à l’ADN par des intercalations partielles dans le petit sillon et peut
aussi se lier à des jonctions quatre voies et à de l’ADN modifié cispiatin (Ferrari et al.,
1992 ; Pontiggia et aÏ., 1994; Trimmer et al., 1998). Les mutations qui causent la réversion
de sexe affectent l’activité normale de la boîte HMG de la protéine SRY en modifiant soit
l’affinité de la liaison à l’ADN, soit l’angle du repliement de l’ADN (Pontiggia et al.,
1994). L’observation de certaines mutations dans la boîte HMG qui dérangent le bon
repliement de l’ADN suggère que SRY agirait en tant qu’organisateur de la structure locale
de la chromatine plutôt qu’en tant qu’activateur ou répresseur classique lors de la
transcription de gènes (Pontiggia et aÏ., 1994). Dans ce modèle, SRY jouerait un rôle
architectural en facilitant l’assemblage de la machinerie transcriptionnelle à un site donné.
À ce jour, aucun gène cible de l’action directe du facteur de transcription SRY n’a été
identifié.
De récentes études ont proposé que SRY et d’autres facteurs SOX pourraient jouer
un rôle lors de t’épissage des pré-ARNms dans les cellules de mammifères (Ohe et al.,
2002). SRY et SOX6 sont retrouvés dans tes compartiments des facteurs d’épissage dans le
noyau (Misteli, 2000). De plus, il semble que SRY et les autres protéines SOX agiraient
lors de l’épissage des pré-ARNms par leurs interactions avec l’ARN. Il existe des
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similarités entre le domaine HMG de SRY et le domaine de liaison à l’ARN du petit
antigène de l’hépatite delta (Veretnik et Gribskov, 1999). De plus, il a été montré que SRY
et $0X6 pouvaient se lier à l’ARN (Lalli et al., 2003). Ainsi, en se liant à l’ARN dans les
spiicesosomes, SRY et les protéines SOX pourraient induire ses repliements et contrôler les
interactions protéine-ARN et les interactions ARN-ARN qui permettent les réarrangements
des spiiceosomes lors de l’épissage (Steitz,, 1992 ; Staley et Guthrie, 199$).
1.4.2 Le gène SOX9
SOX9 (SRY-related HMG b) est un membre typique de la famille des gènes
SOX: il est caractérisé par la présence d’un domaine de liaison à l’ADN de type boîte
HMG et il possède un petit domaine de transactivation. Les gènes SOX codent pour des
protéines apparentées à SRY par leur boîte HMG. Les gènes de cette famille possèdent plus
de 60% d’homologie au niveau de la séquence en acides aminés de la boîte HMG
(Goodfellow et Loveil-Badge, 1993) et au moins 30 gènes de cette famille ont été identifiés
à ce jour (Osaki et aÏ., 1999). Le gène 50X9 a été cloné chez l’humain et la souris par le
criblage d’une librairie d’ADNc de testicules dans le cas de L’humain et d’une librairie
d’ADNc d’embryons dans le cas de la souris à l’aide d’une sonde constituée du domaine
HMG de SRY(Denny et al., 1992 ; Wright et aÏ., 1993). Chez l’humain, l’haploinsuffisance
du facteur de transcription 50X9 est associée à un désordre squelettique appelé la dysplasie
campomélique. Environ 75% des individus XY affectés par cette maladie développe un
phénotype femelle partiel ou complet (Mansour et al., 1995). Plus récemment, deux
groupes ont aussi rapporté des cas d’inversement de sexe XX mâle sans SRYet impliquant
SOX9 chez l’humain et chez la souris. Le groupe de Huang a tout d’abord rapporté le cas
d’un enfant mâle ne possédant pas SRY, où l’analyse cytogénétique a révélé une duplication
du chromosome 17q23-24 contenant la région contenant le gène SOX9 (Huang et al., 1999).
Ces données suggèrent qu’une copie supplémentaire du gène SOX9 est suffisante pour
causer l’inversement de sexe femelle vers mâle en absence du gène SRY. Puis, le groupe de
Bishop a rapporté la création d’une lignée de souris transgéniques Odsex avec laquelle ils
obtiennent des embryons XX mâles en absence du gène S’-v (Bishop et al. 2000). Ces
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souris ont été obtenues accidentelLement suite à l’introduction d’un transgène quelconque
Dct-tyrosinase. Ce transgène s’est inséré à 1Mb en amont du gène Sox9, mais l’événement
d’insertion a aussi causé une délétion de 150kb dans le promoteur du gène Sox9. Le groupe
de Bishop a postulé que la délétion avait enlevé un élément répresseur de $ox9 dans les
gonades XX. Ces expériences suggèrent fortement que des hauts niveaux de $0X9
permettent le développement de testicules. Aussi, chez les souris transgéniques, une
surexpression de $0X9 sous le contrôle du promoteur WTJ cause une inversion de sexe
(Vidal etaÏ., 2001).
Chez les embryons de souris, $ox9 est exprimé non seulement dans les gonades,
mais aussi dans les chondrocytes, le coeur, le pancréas et le système central nerveux en
développement. Au jour elO,5, au moment où les transcrits de $ry commencent à êtres
détectés, $ox9 est exprimé faiblement dans les gonades en développement chez les deux
sexes. Au jour el 1,5, Sox9 est fortement exprimé dans les gonades XY en développement,
mais complètement absent dans les gonades XX. Au jour e 12,5, il est clair que $ox9 est
exprimé dans les cellules de Sertoli, mais il est absent chez l’ovaire (Morais da $ilva et al.,
1996). Il a aussi été démontré que la protéine Sox9 est présente à la fois dans le noyau et le
cytoplasme avant le jour e 11,5 et qu’elle est exclusivement nucléaire au jour e14,5 (Morais
da Silva et al., 1996). Contrairement à chez la souris, la protéine $0X9 chez l’humain
demeure présente chez les deux sexes quoi qu’en quantité plus élevée au niveau des cellules
de $ertoli des testicules en développement. Toujours chez l’humain, à partir du jour E6,5,
après le début de l’expression de SRY, la protéine $0X9 qui était cytosolique et nucléaire
avant cette période devient exclusivement nucléaire au niveau des cellules de Sertoli alors
qu’elle demeure cytosolique dans les cellules folliculaires (De $anta Barbara et al., 2000).
Dernièrement, il a été démontré de façon in vivo dans des souris transgéniques que
le domaine HMG du gène $ox9 pouvait substituer le domaine HMG du gène $îy et
remplacer fonctioimellement $ry lors de la détermination du sexe (Bergstrom et aÏ., 2000).
Il en était de même pour le domaine HMG du gène $ox3. Le gène $0X3 est le gène $OX
qui est le plus proche du gène $RY en terme de pourcentage d’identité au niveau des
nucléotides (67%). La forte similarité de séquence, ainsi que le fait que $ox3/S0X3 est lié
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au chromosome X chez 1’ humain, la souris et les marsupiaux (Foster et al., 1994 ; Mumm
et al., 1997 ; Stevanovic et al., 1993 ; Wright et al., 1993) ont amené l’hypothèse que le
gène SOX3 soit le précurseur évolutionnaire de SR Y. Le rôle de Sox3/SOX3 lors de la
détermination du sexe, s’il existe, n’est pas encore clair (Stevanovic et al., 1993). Par
contre, il est exprimé dans les gonades XX et XY chez la souris lors de la période critique
de la détermination du sexe (Collignon et al., 1996). Des souris « knock out »
conditionnelles qui cible Sox3 au niveau des gonades ont démontré que Sox3 ne semble pas
impliqué lors de la détermination du sexe. Par contre, il est important pour le
développement normal des ovocytes, la différentiation des testicules et la gamétogénèse
(Weiss et aÏ., 2003)
1.4.3 Des protéines qui interagissent avec SRY et SOX9
Il devient de plus en plus évident que la plupart des facteurs de transcription
fonctionnent sous forme de complexes. C’est pour cette raison que des recherches ont été
menées afin d’identifier des protéines qui interagiraient avec SRY et SOX9. Ces recherches
ont révélé certains facteurs qui sont soit communs à SRY et à SOX9 soit spécifiques pour
l’un ou l’autre de ces facteurs. Un groupe de ces protéines est impliqué dans le transport
nucléaire et l’autre agirait en tant que cofacteurs transcriptionnels.
Aux deux extrémités du domaine HMG de SRY et de SOX9, il y a des signaux
consensus de localisation au noyau (NLS) (Preiss et al., 2001 ; Harley et al., en presse). Les
protéines qui portent ces signaux sont transportées dans le noyau par des transporteurs
cellulaires appelés importines (Jans et aÏ., 2000). Dans les études de transfections de tissus
en culture, SRY et SOX9 de type sauvage sont situés au niveau du noyau, alors que SRY et
SOX9 des individus qui sont inversés mâle vers femelle et qui contiennent des mutations
dans leur deux NLS démontrent une localisation cytoplasmique et nucléaire. Il a été montré
que le NLS en C-terminal du domaine HMG de SRY et SOX9 était fortement reconnu par
l’importine [3 (Preiss et al., 2001 ; Harley et al., en presse) et que le NLS en N-terminal de
SRY était lié à la calmoduline de façon calcium dépendante (Harley et aÏ., 1996). De plus,
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les antagonistes de la calmoduline inhibent l’importation et l’activation transcriptionnelle
potentielle de SOX9 (Argentaro et al., 2003). Par ces découvertes, il est possible de croire
que les défauts lors de la détermination du sexe chez les individus avec une inversion de
sexe pourraient provenir d’une localisation inappropriée de SRY et de SOX9 dans les
cellules.
À ce jour, deux cofacteurs transcriptionnels qui interagissent avec SRY humain ont
été découverts à partir de criblages deux-hybrides chez la levure. Il s’agit de SIP-1 (SRY
interacting protein 1) et de PC4 (Positive coactivator 4) (Poulat et al., 1997 ; Harley et aï.,
en presse). SIP-1 contient deux domaines PDZ (PSD-95, isc-1arge and Zo-1) qui
permettent des interactions protéine-protéine (Neithammer et al., 1996). Ainsi, SIP-l
pourrait lier les molécules de SRY ensemble ou pourrait recruter d’autres régulateurs
transcriptionnels. Comme le domaine d’interaction de SIP-1 n’est pas présent chez SRY de
souris, il est possible de croire que cette interaction est spécifique à l’espèce. Dans le cas de
PC4, il lierait le domaine HMG de SRY humain. Cette interaction pourrait donc se produire
à travers les espèces et pourrait aussi être importante pour l’action d’autres protéines SOX.
Parce que PC4 interagit avec les membres de la machinerie transcriptionnelle et une variété
d’activateurs transcriptionnels, il a été proposé que cette protéine agit en tant qu’adaptateur
capable de lier la machinerie transcriptionnelle et les activateurs (Malik et aï., 199$). Ainsi,
SRY pourrait lier PC4 et recruter la machinerie d’activation transcriptionnelle.
Finalement, il a été montré que SOX9 pouvait interagir de façon ATP-indépendante
avec la protéine HSP7O (heat shock protein 70) (Marshall et Harley, 2001). HSP7O semble
être un bon candidat pour la régulation de la fonction de SOX9 lors de l’activation
transcriptionnelle. Premièrement, la chaperone HSP7O est impliquée dans la régulation
transcriptionnelle chez d’autres systèmes (Srinivasan et aï., 1997 ; Carter et al., 1997) et
deuxièmement, elle interagit fortement avec le facteur WT1 (Maheswaran et al., 1998). Or,
WT1 est requis pour une pleine activation du gène MIS avec SOX9 et SF1 (de Santa
Barbara et al., 1998).
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1.4.4 Le gène MIS
Un facteur clé dans la différenciation du sexe mâle est l’hormone anti-Mtillerienne
(AMH) aussi connue sous le nom de substance inhibitrice du canal de Mtiller (MIS). MIS
est un membre de la famille des TGF-13 et il est sécrété spécifiquement par les cellules de
Sertoli dans les cordons testiculaires embryonnaires (Cate et al., 1986). MIS n’est pas
présent dans les gonades femelles. Chez les mammifères mâles, la sécrétion testiculaire de
MIS induit la régression du canal de Mtiller qui se différencie chez la femme en oviducte,
en utérus et en partie supérieure du vagin. Les souris déficientes Arnh-/- sont infertiles car le
canal de Mtiller ne régresse pas et cause des défauts au niveau des canaux. Par contre, le
développement des testicules se produit normalement (Behringer et al., 1994 ; Behringer et
aÏ., 1995). Ainsi, chez la souris, il semble que MIS n’est pas essentiel â la formation des
testicules. La régulation spatiale et temporelle de MIS est importante pour ses actions
biologiques (Arango et al., 1999). Au tout début de développement embryonnaire,
l’expression de MIS est localisée selon un patron sexuellement dirnorphique. Chez les
souris, Mis est exprimé dans les cellules de Sertoli des gonades embryonnaires mâles à
partir du jour e13,0 jusqu’à la naissance (Munsterberg et LoveIl-Badge, 1991).
1.4.5 Le gène SF1
Le gène Sf1 (Steroidogenic factor 1) code pour un facteur de transcription membre
de la famille des récepteurs nucléaires orphelins hormonaux. C’est une famille de
récepteurs qui ne possèdent pas de ligand défini. Ils peuvent participer à l’activation
transcriptionnelle à l’aide de différents ligands comme les hormones stéroïdiennes,
l’hormone thyroïdienne, la vitamine D, les rétinoïdes et les acides biliaires. Ce facteur de
transcription possède un domaine de Liaison à l’ADN composé de deux doigts de zinc qui
sont hautement conservés entre les espèces de mammifères. Aussi, le domaine à l’extrémité
carboxyl de la région du doigt de zinc est très conservé (Parker, 1998). Le facteur SF1 a été
premièrement identifié comme étant un important régulateur des hydroxylases
stéroïdiennes du cytochrome P450 dans le cortex surrénal et les gonades (Lala et aÏ., 1992;
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Honda et al., 1993). En plus des hydrolases stéroïdiennes, SF1 semble jouer un rôle encore
plus général au niveau de la stéroïdogénèse des surrénales et des gonades et au niveau de la
reproduction. En effet, il influence l’expression de plusieurs gènes codant pour des facteurs
impliqués dans ces processus tels que la 3-hydroxystéroïde déhydrogénase, les récepteurs
de la prolactine, de la corticotropine, de la LH (luteinizing hormone), et de la fSH (follicle
stimulating hormone), la substance inhibitrice du canal de Mtiller (MIS), l’InsI3 et
l’inhibine (Parker, 2002). Les souris allèle-nulle pour le gène Sf1 ne possèdent pas de
glandes surrénales, ni de gonades. Les gonades des embryons de ces souris cessent de se
développer entre les jours e 11-11,5 et dégénèrent via un processus d’apoptose (Luo et al.,
1994). La déficience en testostérone et en Mis qui découle de l’absence de testicules cause
chez les souris allèle-nulle XY une inversion de sexe mâle vers femelle au niveau des
appareils génitaux interne et externe. Récemment, un cas de d’inversion complète de sexe
chez l’humain dû à une mutation dans le gène Sf1 a été répertorié (Achermann et al.,
1999). Ce patient possède un allèle normal du gène Sf1 et un allèle qui contient deux
mutations non-sens de novo qui abolissent la liaison de SF1 à l’ADN. Chez cet individu, les
gonades sont présentes contrairement aux souris allèle-nulle, mais elles sont malformées.
Sf1 est exprimé dans les cellules somatiques des crêtes génitales XX et XY au
moment où les gonades bipotentielles commencent à se former, c’est-à-dire au jour e 10,0
chez la souris (Ikeda et aÏ., 1994). Dans les gonades mâles, l’expression continue dans les
cellules précurseures des cellules de Leydig et de Sertoli jusqu’au jour e12,5 pour
finalement se restreindre aux cellules de Leydig où il va contrôler la production
d’hormones stéroïdiennes. Dans les gonades femelles, l’expression de 5f] est observée dans
les cellules somatiques jusqu’aujour e13,0 (Ikéda et aÏ., 1996).
1.4.6 Le gène WT1
Le gène WT1 (Wilm’s umor gene I) fut isolé chez l’humain par clonage positionnel
en relation avec le locus de la tumeur de Wilm qui est un cancer du rein (CaIl et aÏ., 1990).
Son homologue chez la souris fut cloné par criblage d’une librairie d’ADNc de rein foetal
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avec une sonde produite à partir des séquences humaines (Buckier et al., 1991). Des études
d’expression ont démontré la présence de transcrits au niveau de tout le système urogénital
(Pelletier et al., 1991c). Wt] est exprimé dans les cellules somatiques des gonades
bipotentielles en développement au jour elO,O (Racley et al., 1993).
Le gène WTJ code pour un facteur de transcription à doigts de zinc fortement
conservé entre la souris et l’humain (95%). Le gène WTJ produit plus de 24 isoformes
différents de la protéine soit par épissage alternatif (Reddy et Licht, 1996), soit par des sites
de début de traduction alternatif ou par «RNA editing » (Sharma et al., 1994). Ces
isoformes réguleraient la transcription en interagissant avec des sites spécifiques de
reconnaissance à l’ADN en amont des gènes cibles. En plus de différer au niveau de leur
préférence pour la liaison à l’ADN, les isoformes de WT] qui contiennent (+KTS) ou qui
ne contiennent pas (-KTS) les acides aminés Lys-Thr-Ser entre te troisième et le quatrième
doigts de zinc se localisent de façon différente dans le noyau. Ainsi, les isoformes —KTS
montre un patron de coloration plus diffus au niveau du noyau alors que les isoformes
+KTS semblent associés avec les complexes d’épissages. Ainsi, de plus en plus
d’évidences indiquent que les isoformes —KTS et +KTS auraient des fonctions distinctes
dans le noyau. Les isoformes —KTS seraient plus actifs lors de la régulation
transcriptionnelle, alors que les isoformes +KT$ auraient un rôle à jouer lors de l’épissage
alternatif et lors de la régulation de l’ARN (Larsson et al., 1995 ; Ladomery et al., 1999
Englert et ai, 1995).
La première évidence que WTJ pourrait jouer un rôle lors du développement des
gonades provient du fait que des mutations ponctuelles au niveau du gène WT] entraînent
des malformations urogénitales (Baird et al., 1992 ; Pelletier et al., 1991a ,1991b). Un rôle
définitif pour le facteur WT1 dans le développement des gonades fut clairement établi avec
la création de souris déficientes en Wt] (Kreidberg et al., 1993). Les souris homozygotes
mouraient in utero sans reins et sans gonades et elles présentaient un phénotype femelle.
Cela impliquait donc que Wtl avait un rôle majeur à jouer lors de la formation des gonades
bipotentielles. Tout récemment, des souris allèle-nulle pour deux isoformes de Wtl (-KTS
et + KTS) ont été produites (Hammes et al., 2001). Seule la souris allèle-nulle pour
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l’isoforme +KTS de Wtl a démontré une inversion de sexe complète mâle vers femelle
causée par une réduction dramatique des niveaux d’expression de Sry. L’allèle +KTS de
Wt] semble donc être impliqué lors de la détermination du sexe, mais pas l’allèle —KTS.
1.4.7 Le gène GATA4
Le gène GATA4 code pour une protéine de la famille des facteurs de transcription
GATA qui sont des protéines à doigts de zinc. Cette famille comprend les facteurs GATAI
à GATA6. Les protéines GATA tiennent leur nom de leur site de reconnaissance sur l’ADN
(T/A)GATA(A/G). Elles jouent des rôles critiques dans plusieurs processus
développementaux tels que la différenciation des cellules hématopoïétiques et des cellules
T, le développement de la vascularisation cardiaque et coronarienne et la morphogenèse du
foie, des poumons et de l’estomac (Patient et McGhee, 2002 ; Orkin, 2000 ; Molkentin,
2000 ; Ho et al., 2002 ; Van Esch et al., 2000 ; Rossi et aÏ., 2001 $ Jacobsen et al., 2002
Yang et al., 2002). Des souris déficientes en Gata4 ont permis de démontrer son rôle
essentiel dans le développement du coeur et de la morphogénèse du ventre (Kuo et aÏ., 1997
Moikentin et aÏ., 1997). Un rôle dans la déterminationldifférenciation du sexe pour
GATA4 ne fut proposé que récemment (Viger et al., 1998 ; Tremblay et Viger, 1999).
Gata4 est exprimé au niveau des cellules somatiques des crêtes génitales à partir du
jour ell,5 chez les deux sexes. Au jour e13,5, l’expression de Gata4 devient sexuellement
dimorphique. L’expression dans les gonades mâles est augmentée dans les cellules de
Sertoli, mais elle est diminuée dans les cellules intersitielles, alors que dans les gonades
femelles, l’expression est diminuée dans toutes les cellules (Viger et aÏ., 1998). De plus,
des études de co-transfections ont permis d’établir un rôle pour GATA4 dans la
transactivation du gène MIS (Viger et al., 1998 ; Tremblay et Viger, 1999). Il fut aussi
démontré par mutagénèse que les sites de liaisons pour GATA4 dans le promoteur du gène
MIS était requis pour l’expression de MIS au niveau des cellules de Sertoli de rats
nouveaux-nés (Watanabe et aÏ., 2000). Puisque les souris déficientes en Gata4 meurent
entre les jours e7-e9,5 suite à des problèmes de coeur, l’analyse de la différenciation des
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gonades en absence de Gata4 est malheureusement impossible chez ces souris. Des
mutations conditionnelles du gène GATA4 seront nécessaires pour déterminer le rôle de ce
facteur lors du développement des gonades in vivo.
Finalement, il a été démontré que GATA4 et le facteur f0G2 étaient nécessaires à
la différenciation des gonades (Tevosian et al., 2002). FOG2 fait partie d’un groupe de co
facteurs appelés FOG (friends of GATA). La fonction normale in vivo des facteurs GATA
chez les vertébrés et DrosophiÏa requiert des interactions physiques avec les protéines à
doigts de zinc de la famille FOG (Cantor et Orkin, 2002). Des embryons de souris
homozygotes pour une déficience en Fog2 ou homozygotes pour une mutation dirigée dans
Gata4 qui empêche l’interaction de Gata4 avec les facteurs Fog démontrent des anormalités
lors de la gonadogénèse (Tevosian et al., 2002).
1.4.8 Le gène DMRTJ
En général, la structure des gènes clés de la détermination et de la différenciation du
sexe est très peu conservé entre les animaux. À ce jour, les seules exceptions à cette règle
sont des gènes à domaine DM qui auraient potentiellement un ancêtre commun impliqué
dans le développement sexuel chez plusieurs espèces de vertébrés et d’invertébrés. Ce sont
les gènes dsx (Drosophila doublesex)(Baker et al., 1980), rnab3 de C.etegans (Shen et aï.,
1988) et DMRTJ chez l’humain et la souris (Raymond et aï., 1998). Récemment, un autre
gène à domaine DM a été identifié chez le corail Acropora millepora et l’expression de ce
gène est corrélée avec la reproduction sexuelle (Miller et aÏ., 2003).
Le gène DMRTJ (doublesex and rnab-3 related transcription factor i) est le premier
gène possédant un domaine DM isolé chez l’humain et chez la souris (Raymond et aï.,
1998, 1999b). Il a été identifié par homologie avec des gènes impliqués dans la
détermination du sexe chez Drosophiïa Melanogaster (doublesex ou dsx) et chez C.eÏegans
(mab-3) par des chercheurs intéressés au développement sexuel de C.eÏegans (Raymond et
aï., 1998). Ces deux gènes possèdent un domaine DM semblable qui est un motif de liaison
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à l’ADN à doigt de zinc (Erdman et al., 1993 ; Raymond et al., 199$). Chez l’humain, le
gène DMRT1 est localisé au niveau du locus autosomal 9p24.3 (flejter et al., 199$ ; Guioli
et al., 1998). Lorsque ce locus est hémizygote, il est associé à un défaut au niveau du
développement testicutaire et à une féminisation XY (Bennet et al., 1993 ; Crocker et aï.,
1998 ; Veitia et aï., 199$). Il faut noter cependant que cette région critique du chromosome
9p dans les cas d’inversion du sexe contient non seulement le gène DMRT], mais aussi
deux autres gènes à domaine DM appelé DMRT2 (Raymond et aï., 1999a) et DMRT3 (Kim
et al., 2003). Il est donc possible que l’inversion du sexe chez les patients XY soit due à la
perte d’un allèle DMRT1 et/ou d’un altèle de DMRT2 et DMRT3. Chez la souris, la délétion
de l’allèle du gène Dmrtl murin démontre que DMRT1 n’est pas nécessaire pour la
détermination du sexe, mais qu’il est plutôt essentiel pour la différenciation postnatale des
testicules, notamment au niveau de la spermatogénèse. Ces problèmes morphologiques
observés chez les souris Dmrtl-/- sont similaires à ceux observées chez les humains qui
sont hémizygotes pour le locus 9p24.3. De plus, il semble que le gène DMRT] n’est pas
nécessaire au développement ovarien, car les souris femelles sont complètement fertiles
(Raymond et aï., 2000).
Chez la souris, Dmrtl est exprimé dans les crêtes génitales chez les deux sexes à des
niveaux similaires entre les jours elO,5-e13,5 du développement des gonades. Entre les
jours e14,5-e15,5, l’expression de Dmrt] chute dans les ovaires, mais elle est augmentée
dans les testicules. L’expression se situe au niveau des cellules de Sertoli et des cellules
germinales (Raymond et al., 1999a).
Quant au mode d’action potentiel de la protéine DMRTY, il ne peut être extrapolé
pour le moment qu’à partir des membres de sa famille chez les invertébrés soit Dsx
(doublesex) et Mab-3. Toutes ces protéines sont apparentées par un domaine DM qui
permet la liaison à l’ADN dans le cas de Dsx et Mab-3 (Erdman et Burtis, 1 993 ; Raymond
et al., 1998). 11 est donc possible de croire que DMRT1 pourrait aussi se lier à l’ADN par
son domaine DM, et ainsi moduler la transcription d’autres gènes de façon positive ou
négative, même si aucun site de reconnaissance n’a encore été identifié jusqu’à maintenant
chez l’humain et la souris
Ï —
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Tout récemment, trois autres gènes à domaine DM chez la souris ont été identifiés
comme étant de nouveaux joueurs intéressants lors du développement sexuel mâle ou
femelle. Tout comme Drnrt], ils sont exprimés dans les gonades embryonnaires il s’agit
de Drnrt3, Dmrt4 et Dmrt7 (Kim et al., 2003). Au jour ell,5, Dmrt4 est exprimé à des
niveaux similaires dans les gonades XX et XY, alors que Dmrt3 et Dmrt7 démontrent un
certain patron d’expression sexe-spécifique. Drnrt3 est initialement exprimé à des niveaux
similaires dans les crêtes génitales mâles et femelles, mais l’expression dans les ovaires
décline après le jour el3,5, alors qu’elle est maintenue dans les testicules. Dans le cas de
Dmrt7, il est exprimé à de plus hauts niveaux dans les gonades XX que XY à partir du jour
el 1,5, juste avant la différenciation sexuelle et continue jusqu’au jour e 15,5. Ainsi,
plusieurs aspects de la différentiation sexuelle pourraient êtres contrôlés par différents
membres de la famille des gènes à domaine DM.
1.4.9 Les gènes LHXJ (LIM1) et LHX9
Les facteurs de transcription LHX (LIM homeobo domain) font partie de la grande
famille de facteurs de transcription appelés protéines à domaine homéo LIM (LIM
homeodomain proteins ou LIM-HD proteins) dont des membres sont retrouvés à la fois
chez les vertébrés et les invertébrés (Hobert et Westphal, 2000). Les membres de cette
famille comme les autres gènes à boîte homéo sont d’importants régulateurs du
développement (Hobert et Westphal, 2000).
Le gène LHXI semble impliqué dans les premières étapes du développement des
gonades indifférenciées. Chez les souris mutantes Lhxl-/-, le développement des gonades
est arrêté juste avant la différenciation sexuelle et les souris meurent in utero ou peu de
temps après la naissance, probablement en raison de problèmes de développement des reins
et du cerveau (Shawiot et aÏ., 1995). En fait, les reins, le cerveau et les gonades sont
complètement absents chez ces souris. À ce jour, aucune analyse d’expression du gène
Lhx] au niveau des gonades n’a été rapportée. Par contre, il a été mentionné qu’il y avait de
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l’expression au niveau du mésoderme intermédiaire entre le jour e7,5 et e 10,5 (Barnes et
aÏ., 1994).
Quant au gène Lhx9, il est exprimé dans la région des futures crêtes génitales au
jour e9,5 chez les souris mâles et femelles (Birk et al., 2000). Des souris qui sont mutantes
pour la fonction de Lhx9 et qui sont génétiquement mâles sont phénotypement femelles et
n’ont pas de gonades. De plus, dû à l’absence de gonades chez les deux sexes, les souris
Lhx9-/- sont infertiles, elles possèdent un utérus, un vagin et des oviductes atrophiés, elles
n’ont aucun organe sexuet accessoire ou cycle oestral et elles ont des niveaux élevés de
FSH avec des niveaux non détectables de testostérone. Chez les souris normales, Lhx9 est
aussi exprimé au niveau du système nerveux central, des pattes et du pancréas (Bertuzzi et
al., 1999 ; Retaux et al., 1999). Par contre, l’analyse des embryons déficients en Lhx9
démontre que seul le développement des gonades est affecté (absence de gonades) (Birk et
al., 2000). Cela pourrait s’expliquer par une certaine redondance de sa fonction avec
d’autres gènes Lhx au niveau du système nerveux central, des pattes et du pancréas.
1.4.10 Le gène DAX1
DAX1 (DSS-AHC critical region on the X) est un membre atypique de la
superfamilie des récepteurs nucléiques hormonaux (Zanaria et al., 1994). Il possède le
domaine de liaison au ligand, mais ne possède pas le motif de liaison à l’ADN en doigt de
zinc typique au récepteur hormonal nucléaire. Cela suggère que le facteur DAXI contrôle
l’expression des gènes par des interactions protéine-protéine. À ce jour, aucun ligand pour
DAX1 n’a été découvert, ce qui en fait un récepteur nucléaire orphelin.
Le gène DAX1 a été isolé pour la première fois chez l’humain par clonage positionel
dans une région du chromosome Xp où se chevauchent deux iocus reliés à des pathologies
différentes soit AHC (Adrenal ypoplasia Congenita) et DSS (Posage Sensitive Sex
reversai) (Zanaria et aÏ., 1994). Des mutations dans le gène DAX] entraînent la maladie
AHC. En plus de souffrir d’une hypoplasie adrénergique, les individus mâles souffrant de
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ARC manifestent de l’hypogonadisme hypogonadotrophique dû à des défauts combinés au
niveau de l’hypophyse et de l’hypothalamus. Le phénotype des individus atteints de AHC
ressemble beaucoup au phénotype des souris déficientes en Sf1, ce qui suggère que DAX1
et Sf1 puissent agir sur la même voie développementale. La duplication de la région
Xp21.3 où est localisé le gène DAX] cause la maladie DSS. Cette duplication entraîne le
développement femelle en présence d’une copie fonctionnelle de SRY sur le chromosome Y
(Ogata et aÏ., 1992 ; Bardoni et al., 1994). Chez la souris, une surexpression du gène Daxi
a permis d’inverser le sexe d’une souris XY, mais dans une lignée avec un allèle faible de
Siy (Swain et al., 1998). Ces derniers faits suggèrent que DAXI puisse inhiber la voie
développementale mâle. Par contre, les expériences de « knock out » chez tes souris
transgéniques ont exclu la possibilité que le gène DAX] soit le facteur qui détermine les
ovaires. Les souris femelles déficientes en Dczxl démontrent un développement ovarien
complètement normal alors que les mâles sont infertiles (Yu et al., 1998a). Il semble même
que Daxi ait un rôle à jouer dans la spermatogénèse chez les souris mâles puisque celles-ci
sont stériles. Récemment, il a été montré que DAX] était en fait requis pour la
détermination des testicules (Meeks et al., 2003).
DAX] est exprimé dans plusieurs tissus endocrins, incluant les gonades. Dans les
testicules, il est localisé dans les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig et dans les
ovaires, il est exprimé dans les cellules de granulosa et les cellules de la thèque. Pour ce qui
est de l’expression de Dax] chez la souris, elle commence faiblement chez les deux sexes
au jour elO,5, elle augmente ensuite au jour ell,5 et, à partir du jour e12,5, elle chute au
niveau des testicules alors qu’elle se maintient au niveau des ovaires (Swain et al., 1996).
L’expression de DAX] est plutôt controversée, car une étude d’expression chez le rat (qui a
une période de gestation semblable à celle de la souris) a démontré que les niveaux de Dax]
étaient semblables au niveau des testicules et des ovaires aux jours e 13,5 et e15,5 et qu’ils
étaient plus élevés au niveau des testicules que dans les ovaires au jour e18,5 (Nachtigal et
al., 1998). Chez l’humain, DAX] est exprimé faiblement environ 10 jours avant SRY chez
les deux sexes et ce faible niveau d’expression demeure le même au niveau des testicules et
des ovaires en développement au moins jusqu’aux 18ème et 15ème semaines de gestation
(Hanley et al., 2000).
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1.4.llLe gène WNT4
Avec l’analyse des souris Wnt-4-/-, un premier facteur essentiel à la différenciation
sexuelle des ovaires a pu être identifié (Vainio et aÏ., 1999). Le gène WNT4 code pour un
membre d’une famille de glycoprotéines sécrétées, les WNT. Ces protéines sont des
molécules de signalisation qui jouent des rôles clés dans la régulation de gènes (Dale,
1998). Chez les mammifères, la signalisation par les WNTs est impliquée dans une grande
variété de processus développementaux, incluant la prolifération et la différenciation
cellulaire, ainsi que des interactions épithélium-mésenchyme (Smalley et Dale, 1999). Pour
contrôler l’expression des gènes, les ligands WNT peuvent interagir avec les récepteurs de
la famille « Frizzled » et le signal se poursuit via la 3-catenine et le facteur de complexe
tertiaire (TCf). Les études d’expression chez la souris ont démontré que le gène de la
molécule de signalisation Wnt-4 commençait à être exprimé au niveau de l’épithélium
coelomique des deux sexes au jour e9,5, mais à partir du jour el 1,5, cette expression
devient dimorphique en faveur des ovaires puisque l’expression diminue au niveau des
testicules. Chez les souris femelles qui n’ont pas le gène Wnt4, on observe la présence
d’organes génitaux internes et externes masculinisés (pas de canal de Muller et les
structures de Wolff se développent normalement) alors que les souris mâles semblent
normales. De plus, les femelles expriment la stéroïde 17a-hydroxylase dans leurs ovaires.
Tout cela suggère que WNT4 a un rôle essentiel dans le développement du système
reproducteur femelle et dans la suppression de la voie de développement mâle (Vainio et
al., 1999). Chez l’humain, en concordance avec ce modèle, la duplication de la région du
chromosome lp3 l-p35 qui inclut WNT4 est associée à l’inversion de sexe mâle vers
femelle chez les individus 46, XY (Jordan et al., 2001).
1.5 RÔLE ET INTÉGRATION DES GÈNES DANS LE MÉCANISME
DE LA DÉTERMINATION ET DE LA DIFFÉRENCIATION DU
SEXE CHEZ LES MAMMIFÈRES.
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1.5.1 Au niveau de la formation des gonades bipotentielles
Les gènes SF1, WTJ et LHX9 jouent un rôle majeur dans la formation des gonades
bipotentielles. Les souris knock-out pour ces gènes ne développent pas de gonades quelque
soit le sexe. Les souris Sf1-!- sont capables d’initier le développement des gonades, mais à
partir du jour el2,5, les gonades XX et XY dégénèrent par apoptose (Luo et al., 1994).
Chez les souris Wtl-/-, les reins et les gonades ne sont tout simplement pas formés
(Kriedberg et al., 1993) et les souris déficientes en Lhx9 n’ont pas de gonades (Birk et aï.,
2000). SF1 qui code pour un membre de la famille des récepteurs nucléaires hormonaux
orphelin est exprimé dans les cellules somatiques des crêtes génitales XX et XY au moment
où les gonades bipotentielles commencent à se former, c’est-à-dire au jour eÏO,0 chez la
souris (Ikeda et al., 1994). Dans les gonades mâles, l’expression continue dans les cellules
précurseures des cellules de Leydig et des cellules de Sertoli jusqu’au jour e12,5 pour
finalement se restreindre aux cellules de Leydig où Sf1 va contrôler la production
d’hormones stéroïdiennes. Dans les gonades femelles, l’expression de Sf1 est observée dans
les cellules somatiques jusqu’au jour e 13,0 (Ikeda et al., 1996). Le gène WTJ qui code pour
un facteur de transcription possédant un domaine de liaison en doigt de zinc est aussi
exprimé dans les cellules somatiques des gonades bipotentielles en développement au jour
e 10,0 (Racley et al., 1993). À ce jour, bien qu’il existe très peu d’études d’expression de
gènes réalisées chez l’humain (Hanley et aÏ., 1999 ; De Santa Barbara et al., 2000), les
résultats obtenus pour WTJ et SF1 correspondent à ceux obtenus chez la souris. En effet,
ces deux gènes sont exprimés avant la période d’expression du gène SRY qui débute à la
sixième semaine du développement embryonnaire (semaine E6) et ils sont maintenue
jusqu’au moins la semaine E8 au niveau des testicules alors que les ovaires n’ont pas été
testés dans ces études.
En plus des gènes WTJ et Sf1, LHX9 est un facteur de transcription à
homéodomaine qui semble aussi être impliqué dans le début de la formation des gonades
chez les deux sexes. Des observations chez le rat ont montré que l’expression de Lhx9 était
présente dans les gonades indifférenciées, mais qu’elle disparaissait lorsque les cellules
épithéliales se différenciaient en cellules de Sertoli et qu’elles commençaient à exprimer
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l’hormone MIS (Mazaud et aÏ., 2002). Des études suggèrent que LHX9 agirait en amont de
SF1, car l’expression de SF1 est dramatiquement réduite chez les souris Lhx9 -I- (Birk et
al., 2000).
Les cibles de l’action de ces trois gènes sont néanmoins majoritairement inconnues
durant cette période du développement des gonades. Toutefois, des études récentes in vitro
ont permis d’observer que WT1 était capable de transactiver le promoteur SRY humain
(Hossain et Saunders, 2001) et qu’uniquement sa forme —KTS pouvait lier et transactiver le
promoteur de Sf1 murin (Wilhelm et al., 2002). Dans le cas de Sf1, il était capable de
transactiver les promoteurs humain et porcin de SRY(de Santa Barabara et aÏ., 2001 ; Pilon
et al., 2003). Pour ce qui est de LHX9, des études ont démontré que LHX9 activait
directement le gène 8F] tout comme WT1 (Wilhelm et al., 2002).
1.5.2 Au niveau de la détermination du sexe
Suite à la formation des gonades bipotentielles, il y a au moins cinq gènes qui
semblent êtres exprimés de façon précoce pour induire ou participer directement à la
détermination des sexes. Ce sont les gènes SRY SOX9, DAn, GATA4 etFGF9. Des
patients qui souffrent d’inversion de sexe montrent des mutations dans trois de ces gènes
SRY, SOX9 et DAXI (Gubbay et al., 1990 ; Wagner et al., 1994 ; Zanaria et al., 1994). À
ce jour, aucune maladie chez l’humain causant une inversion de sexe n’a été associée à une
mutation dans le gène fGF9 et GATA4. Par contre, chez la souris Fg/9-/-, la plupart des
souris génétiquement mâles démontrent un phénotype femelle (Colvin et aÏ., 2001). Chez la
souris, les cinq gènes possèdent un patron d’expression dimorphique au niveau des gonades
embryonnaires et ils ont un profil temporel très similaire.
1.5.3 La régulation de l’expression du gène SRY
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Le gène SRY est le gène clé qui déclenche la cascade de la détermination du sexe
chez les mammifères mâles. Il est le seul gène sur le chromosome Y nécessaire et capable
de déclencher le développement des testicules (Koopman et al., 1991). Lorsque le gène SRY
n’est pas présent, les gonades se différencient en ovaires par défaut. Depuis son clonage en
1990, beaucoup de choses demeurent inconnues concernant sa propre régulation et les
gènes ciblés par son action.
Le gène SRY humain présente plusieurs sites différents de début de la transcription
(Behlke et al., 1993 ; Clépet et al., 1993 ; Vilain et al., 1992 ; Su et al., 1993). La séquence
5’ flanquante du gène SRY abrite entre autres deux sites de liaison pour le facteur SPi et
des sites de liaisons potentiels pour les protéines SOX et WT1. Il a été montré que les
éléments de régulation requis pour l’activité basale du promoteur humain se situaient â
l’intérieur des 310 premières paires de bases en amont du site du début de la traduction (Su
et al., 1993). Les deux sites de liaison SPi qui se situent â l’intérieur de ces 310 pb ont été
caractérisés au niveau de leur fonction (Desclozeaux et al., 1998), mais il semble qu’ils ne
soient pas responsables de l’expression tissu-spécifique de SRY Par ailleurs, il a été montré
que les facteurs WT1 (+KTS) et SF1 pouvaient lier et transactiver le promoteur SRY
humain (Shimamura et al., 1997 ; Hossain et al., 2001 ; De Santa Barbara et al., 2001).
Récemment, une autre étude in vitro a démontré que le facteur SF1 pouvait lier et
transactiver le promoteur SRY porcin (Pilon et aÏ., 2003). Ceci suggère que les facteurs
WT1 et SF1 pourraient contribuer au patron d’expression tissu-spécifique de SRY. Aussi,
plusieurs sites potentiels de régulation fortement conservés ont été identifiés en analysant
différents gènes SRY entre les espèces (Margarit et al., 1998). On retrouve entre autres des
sites de liaison potentiels pour la protéine SRY elle-même. Finalement, il a été montré que
SOX9 pouvait transactiver le promoteur SRY porcin via un site de liaison à —205pb à partir
du site d’initiation de la traduction (Daneau et al., 2002).
Contrairement aux séquences promotrices humaine et porcine, la séquence
promotrice du gène Sry murin est très peu caractérisée, probablement à cause de la
complexité de son organisation génomique. Une étude a permis l’identification d’une
région de promoteur contrôlant la transcription de transcrits circulaires de Siy au niveau des
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cellules germinales de mâles adultes et au niveau des gonades embryonnaires après la
période d’expression du transcrit linéaire (Dolci et al., 1997). Ce transcrit circulaire n’est
donc probablement pas impliqué dans le processus de détermination du sexe.
1.5.4 Les conséquences de l’expression de SRY
À ce jour, aucun gène cible de l’action de SRY n’a pu être identifié. Cependant, il
semble que la présence de SRY soit importante pour certains processus cellulaires uniques
au développement des testicules. Le facteur SRY est responsable, directement ou
indirectement, de la différenciation des cellules de support précurseures en cellules de
Sertoli (Burgoyne et al., 1988), de la migration des cellules mésenchymateuses à partir du
mésonéphros vers les gonades (Buehr et al., 1993 ; Merchant-Larios et aÏ., 1993
Martineau et al., 1997 ; CapeÏ et al., 1999), de la formation des cordons testiculaires
(Tilman et Cape!, 1999) et de l’induction de la prolifération cellulaire et de la
vascularisation dans les gonades XY (Schmalh et al., 2000). Récemment, des cultures
d’organes ont montré que la migration des cellules provenant du mésonéphros pouvait être
renversée dans les gonades XX suite à l’application ectopique du facteur FGF9, une
molécule de signalisation intercellulaire (Colvin et al., 2001). SRY pourrait donc agir
directement sur les changements cellulaires dans les gonades en développement à travers
l’activation de FGf9. Une déficience en fgJ9 chez les souris cause une inversion de sexe
mâle vers femelle (Capel et aÏ., 2001).
1.5.5 La relation entre SRY et SOX9
La petite fenêtre de temps d’expression du gène SRY dans tes crêtes génitales
suggère que la protéine encodée par ce gène agirait seulement comme un facteur
d’initiation de la différenciation des cellules de Sertoli. Cette expression transitoire fait
aussi en sorte que le gène SRY ne peut être responsable du maintien de l’identité et de la
fonction des cellules de Sertoli. Il faut donc que SRY puisse permettre l’activation ou la
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répression d’autres gènes en aval qui s’occuperaient de la définition et du maintien de
l’identité des cellules de Sertoli. À ce jour, le meilleur candidat à ce titre est le gène SOX9.
Le gène SOX9 code pour une protéine à boîte HMG comme SRY, mais qui possède
en plus, contrairement à SRY, un très bon domaine de transactivation (Sudbeck et al.,
1996). De plus, la protéine entière est fortement conservée à travers l’évolution des
vertébrés contrairement à SRY qui n’est présent que chez les mammifères. Le patron
d’expression de ces deux gènes au niveau des gonades embryonnaires chez la souris et
l’humain est en parfait accord avec cette hypothèse (Morais da Silva et al., 1996 ; Kent et
al., 1996 ; de Santa Barbara et al., 2000). En effet, chez la souris, l’expression du gène Sox9
augmente spécifiquement au niveau des testicules, tout juste après la période d’expression
du gène Siy au jour e 12,5. Il est aussi clair, à partir de ce moment, que l’expression du gène
Sox9 se situe au niveau des cellules de Sertoh et ce pour la vie entière du mâle alors qu’il
n’y en a pas au niveau des ovaires. Quant aux résultats chez l’humain, ils démontrent un
déplacement de la protéine SOX9 du cytoplasme vers le noyau des cellules de Sertoli, suite
à l’expression de SRY, ce qui n’est pas observé au niveau des cellules folliculaires (de Santa
Barabara et ai, 2000). Finalement, notre groupe a comme hypothèse que la protéine SOX9
contribue à une rétro-activation du gène SRY chez le porc et par analogie chez l’humain,
mais pas chez la souris Daneau et al., 2002).
Il est cependant accepté, selon différents cas d’inversion de sexe mâle vers femelle
et vice versa impliquant SOX9 chez l’humain et chez la souris, que ce gène a un rôle majeur
dans la détermination des cellules de Sertoli (Foster et al., 1994 ; Wagner et al., 1994
Huang et al., 1999 ; Bishop et al., 2000). De plus, contrairement à SRIÇ un gène cible de
l’action de SOX9 au niveau des cellules de Sertoli des testicules en développement a été
clairement identifié. Effectivement, SOX9 est nécessaire à l’activation du gène qui code
pour l’hormone MIS (de Santa Barabara et al., 1998 ; Arango et al., 1999).
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1.5.6 La régulation de l’expression du gène MIS
Présentement, il y a au moins cinq facteurs qui semblent contribuer à la production
de l’hormone MIS par les cellules de SertoÏi pendant le développement embryonnaire.
Parmi les candidats, on retrouve les facteurs SF1, WTI, SOX9, SOX8 et GATA4. Au
niveau du promoteur MIS chez la souris et chez l’humain, on retrouve des séquences
conservées qui correspondent a des sites de liaison importants pour le facteur SF1
(CCAAGGTCA) et pour le facteur SOX9 (CCTTGAG) (Shen et al., 1994 ; Giuili et al.,
1997 ; Bell et aÏ., 1997). II a été démontré in vitro que ta transactivation exercée par SF1
sur te promoteur Mis de souris pouvait être synergisée par un autre facteur impliqué dans la
formation des gonades bipotentielles soit WTÏ (Nachtigal et al., 1998). De plus, il a été
montré que cette synergie pouvait être inhibée par le facteur DAXY. Par contre, WTÏ ne
semble pas lier directement l’ADN et transactiver le promoteur MIS par lui-même. En
parallèle, le groupe de de Santa Barbara a démontré que le site de liaison pour les protéines
SOX qui existe sur le promoteur MIS pouvait être lié par 50X9 et que cette liaison était
suffisante pour transactiver le promoteur MIS (de Santa Barbara et al., 1998). À partir des
études de mutagénèse in vivo, des mutations au niveau du site de liaison endogène de Sox9
sur le promoteur Mis abolit l’expression de Mis chez la souris (Arango et aÏ., 1999). 11 fut
aussi démontré que SOX9 pouvait interagir directement avec SF1 et permettre ainsi une
activation synergisée du promoteur MIS.
Le gène 50X8 est un membre de la famille Sox qui est fortement relié au gène
50X9. Tout comme Sox9, Sox8 est exprimé dans les testicules de souris en développement
au moment de la détermination du sexe. Il a été montré depuis peu de temps que 50X8 était
probablement impliqué lui aussi dans la régulation de l’expression de MIS. En effet,
l’expression de Sox9 débute juste avant l’expression du gène Mis au jour e12 dans les
testicules de souris et elle est toujours présente au jour e16 dans les cellules de Sertoli
(Schepers et al., 2003). Des études in vitro ont montré que SOX8 se liait spécifiquement
aux sites de liaisons SOX à l’intérieur du promoteur minimal de MIS et que tout comme
SOX9, il activait l’expression de MIS en synergie avec SF1 par des interactions protéine
protéine (Schepers et al., 2003).
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Le facteur GATA4 semble aussi jouer un rôle dans la régulation de la transcription
du gène MIS (Viger et al., 1998). Des études subséquentes démontrent qu’en plus de
pouvoir transactiver le promoteur MIS par lui-même, ce facteur peut lui aussi agir en
synergie avec Sf1 (Tremblay et Viger, 1999). Tout comme dans le cas de la synergie
WT1/SOX9, la synergie SFI/GATA4 peut être inhibée par DAX1. Cette inhibition se ferait
via une interaction directe avec SF1 plutôt qu’avec GATA4 (Tremblay et cxl., 2001).
1.5.7 Le contrô]e de l’activité de GATA4
En plus d’un potentiel contrôle exercé par une interaction entre GATA4 avec le
facteur SF1, l’activité de GATA4 pourrait aussi être contrôlée transcriptionnellement via un
groupe de co-facteurs appelés FOG (Friends of GATA). En fait, la fonction normale in vivo
des facteurs GATA chez les vertébrés et D.melanogaster requiert des interactions
physiques avec les protéines à doigt de zinc de la famille FOG (Cantor et Orkin, 2001). À
ce jour, il a été montré que l’activation de la transcription par GATA4 était inhibée
spécialement par F0G2 et que Fog2 était co-exprimé avec Gata4 durant le développement
des gonades chez la souris (Lu et al., 1999 ; Svensson et al., 1999 ; Tevosian et aÏ., 1999).
Finalement, il a été démontré que GATA4 et le facteur fOG2 étaient nécessaires à la
différenciation des gonades. Des embryons de souris homozygotes pour une déficience en
fog2 ou homozygotes pour une mutation dirigée dans Gata4 qui empêche l’interaction de
Gata4 avec les facteurs Fog démontrent des anormalités lors de la gonadogénèse (Tevosian
et al., 2002).
1.5.8 Les nombreux rôles de SF1
L’expression de 3F] est nécessaire à trois moments différents lors de la
détermination des testicules. Premièrement, 5F] est impliqué dans les gonades bi-
potentielles juste avant la détermination du sexe. Chez la souris, l’expression de 5f] dans
les crêtes génitales débute au jour e9 juste avant le début de l’expression de Sry (e 10,5) et
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disparaît à partir du jour e 12,5 chez tes femelles, alors qu’elle persiste dans les cellules de
Sertoli (Ikeda et aL. 1994). Les souris déficientes en facteurs Sf1 n’ont pas de gonades, et
par conséquent, elles développent un système génital interne et externe femelle (Luo et al.,
1994). De plus, SF1 est capable de lier et de transactiver in vitro les promoteurs SRY
humain et porcin (Hossain et Saunders, 2001 de Santa Barbara et al., 2001 ; Pilon et al.,
2003). Deuxièmement, SF1 contrôle l’expresssion de MIS dans les cellules de Sertoli. Chez
l’humain, une certaine mutation hétérozygote dans le gène 5F] est associée à une inversion
de sexe mâle vers femelle complète (Achermann et al., 1999). In vitro, cette mutation
affecte la liaison entre Sf1 et l’ADN et empêche la transactivation d’un gène rapporteur
(promoteur Cyplia). Ces faits portent à croire que SF1 a une implication dans la régulation
de la régression des canaux de Millier par une action directe ou indirecte sur l’expression de
l’hormone MIS (Giuili et aI., 1997). Par ailleurs, il a été montré que SF1 pouvait lier et
transactiver directement le promoteur Mis de souris en synergie avec WT1 (Nachtigal et al.,
199$) et qu’il interagissait directement avec SOX9 pour contrôler l’expression de Mis (de
Santa Barbara et al., 199$ ; Arango et al., 1999). Finalement, SF1 serait nécessaire plus tard
dans le développement des testicules au niveau des cellules de Leydig pour la production de
stéroïdes. En effet, de nombreuses études ont démontré un rôle direct de SF1 dans la
transactivation du gène P45Oscc et d’autres enzymes stéroïdogéniques (hydroxylases)
(Clemens et al., 1994 ; Takayama et al., 1994 ; Morohashi et al., 1994; Zhang et Mellon,
1996 ; Lynch et al., 1993). De plus, des études in vitro ont démontré que SF1 était aussi
impliqué dans le contrôle de l’expression du gène codant pour Insl3 (Insulin-like hormone
3), qui est un autre facteur sécrété par les cellules de Leydig et qui est impliqué dans la
descente des testicules (Zimmermann et al., 1998 ; 1999). Les nombreux rôles de SF1 à
différents moments du développement des testicules démontrent à quel point la barrière
entre la détermination et la différenciation des sexes n’est pas coupée au couteau.
1.5.9 Le rôle de DAX1 et la relation SFJ[DAX1
Malgré les controverses, plusieurs études de cellules en culture et de souris
transgéniques suggèrent que DAXI inhibe la transcription d’un nombre de gènes qui sont
I—
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impliqués dans le développement sexuel mâle (Swain et al., 199$). Quoiqu’il soit un
membre de la superfamille des récepteurs nucléaires hormonaux, il ne possède pas un
domaine de liaison à l’ADN qui contient des motifs en doigt de zinc. À la place, il contient
un nouveau domaine dans la région N-terminale qui contient 3,5 répétitions d’un motif de
fonction inconnue. Par contre, la liaison de la protéine DAXÏ à l’ADN n’a encore jamais
été démontrée. De plus, les mutations causant l’hypoplasie congénitale des surrénales sont
retrouvées seulement au niveau du domaine de liaison au ligand dans la région C-terminale.
Ces observations suggèrent que DAX1 n’agirait pas via une liaison directe à l’ADN, mais
plutôt via une liaison avec une protéine qui lierait elle-même l’ADN. Ainsi, la protéine
DAX-l agirait davantage en tant que co-répresseur qu’en tant que répresseur. Des
évidences biochimiques et des études de co-expression laissent croire que SF1 serait cette
protéine de liaison (Ikeda et aï., 1996 ; Ito et aÏ., 1997). DAX1 est capable d’inhiber la
transactivation exercée par SF1 via son domaine de répression en C-terminal et il peut
interagir directement avec SF1, mais sans empêcher SF1 de se lier à l’ADN. Ainsi, il
semble que DAXI viendrait contrebalancer l’effet positif exercé par SF1 sur la
transcription de MIS (Nachtigal et al., 1998), et d’autres gènes importants pour la
stéroidogénèse (Lalli et aï., 199$).
Par ailleurs, DAX1 et SF1 sont aussi reliés à un autre niveau. Il semble que SF1
aurait la capacité de réguler l’expression de DAX]. En effet, des études ont déterminé que
SF1 possédait un site consensus sur le promoteur de DAX] et qu’il était capable de
transactiver le promoteur in vitro (Burris et al., 1995 ; Ikeda et aÏ., 1996 ; Vilain et al.,
1997 ; Yu et al., 1998b ; Kawabe et aÏ, 1999). C’est aussi le cas pour WTÏ (Kim et aï.,
1999).
Dans les gonades femelles en développement, la transcription de DAX] semble être
activé par WNT4, un membre de la famille des signaux moléculaires WNT. Il a été montré
antérieurement que la signalisation par WNT4 se faisait via la /3-caténine et via une
interaction avec SF1 sur le promoteur DAXI (Mizusaki et al., 2003).
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1.5.10 Au niveau de la dïfférenciation des organes sexuels
Les bases de la différenciation sexuelle chez les mammifères nous viennent des
travaux d’Alfred Jost (Jost, 1947) qui a démontré que les testicules doivent sécréter des
substances permettant la conservation des canaux de Wolff et la régression des canaux de
Millier. Selon ses expériences, la différenciation sexuelle chez la femelle devrait se faire
selon une voie par défaut.
Aujourd’hui, chez le mâte, il est bien connu que la conservation des canaux de
Wolff se fait grâce à la production et la sécrétion de ta testostérone par les cellules de
Leydig tandis que la régression des canaux de Mûller est l’oeuvre de la synthèse de
l’hormone MIS par les cellules de Sertoli. La testostérone est aussi métabolisée en d’autres
stéroïdes qui permettront la mascuiinisation des organes sexuels externes et de certaines
parties du cerveau (Robert et aÏ., 1999). Une troisième hormone entre en ligne de compte
pour la différenciation des organes. Il s’agit de Insl3 qui est sécrétée par les cellules de
Leydig et qui est nécessaire pour la descente des testicules dans le scrotum (Zimmermann
et al., 1999). Le facteur SF1 est impliqué dans le contrôle de l’expression du gène codant
pour InsL3 (Zimmermann et aÏ., 1998; 1999).
L’analyse des souris Wnt4 -I- démontrent que WNT-4 est nécessaire au
développement des canaux de Millier chez les deux sexes, maïs évidemment, cela ne peut
qu’affecter la femelle puisque le mâle sécrète MIS pour les dégrader. Aussi, en absence de
signalisation par WNT4, la stéroïdogénèse est initiée au niveau des ovaires. Une certaine
quantité de testostérone peut donc être produite, ce qui permet la rétention et le
développement des canaux de Woiff chez la femelle Wnt4 -I-, mais cette quantité est
insuffisante pour la masculinisation des organes sexuels externes. Des expériences très
récentes ont démontré que WNT4 avait un rôle à jouer au niveau de la vascularisation sexe
spécifique et du recrutement des cellules stéroïdogéniques (Jeays-Ward et al., 2003). Lors
du développement des testicules, les cellules endothéliales migrent dans les gonades â partir
du mésonéphros et forment le vaisseau sanguin coelomique. Aussi, les cellules de Leydig
se différencient et produisent des hormones stéroïdiennes. Il n’en est rien dans les gonades
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XX. Ainsi, WNT4 semble empêcher la migration des cellules endothéliales provenant du
mésonéphros et il semble bloquer la migration des cellules stéroidogéniques dans les
gonades XX. Une déficience en Wnt4 dans des testicules d’embryons de souris n’inhibe pas
la formation du vaisseau coelomique, mais elle affecte son patron. Également, elle n’affecte
pas la différenciation des cellules de Leydig. Finalement, il semble que WNT4 supportent
le développement ovocytaire, car les souris Wnt4-/- ont très peu d’ovocytes et ceux-ci sont
en dégénérescence. En résumé, WNT4 est donc essentiel au développement du système
reproducteur femelle en favorisant le développement des canaux de Mfiller, en inhibant la
formation d’un bon réseau de vascularisation sanguine, en bloquant la migration des
cellules stéroïdogéniques et en supportant le développement des ovocytes.
1.5.11 Schéma des processus de la détermination et de la différencïation
du sexe chez les mammifères.
Un résumé des interactions possibles entre les facteurs identifiés comme étant
impliqués dans le développement du système reproducteur est présenté à la figure 1.
1.6 NOUVEAUX GÈNES CANDIDATS POTENTIELLEMENT
IMPLIQUÉS LORS DU DÉVELOPPEMENT DES TESTICULES.
1.6.1 Le gène VNN1
Des études d’expression de gènes dans les gonades de souris en développement
(jours e12,5-e13,5) qui utilisent soit une méthode suppressive-soustractive (Bowles et al.,
2000), soit des microréseaux d’ADNc à haute densité (Grimmond et aÏ., 2000) ont suggéré
l’implication du gène Vnnl dans la cascade de la détermination du sexe. Des études
d’hybridation in situ sur des tissus de crêtes génitales d’embryon de souris démontrent un
fort patron d’expression mâle-spécifique du gène Vnn] dans les cordons testiculaires et non
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Figure 1. Modèle de la determination et de la différenciation du sexe chez les mammifères.
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dans les ovaires aux jours e 12,5 et e 13,5 (Bowles et aÏ., 2000, Grimmond et aï.,
2000). L’expression débute au jour e 12,25 (26 somites) au moment où Sry est exprimé de
façon maximale et avant que les cordons testiculaires deviennent apparents (2$ somites,
e12,5). Au jour e13,5, les transcrits de Vnnl sont clairement localisés dans les cellules de
Sertoli (Bowies et al., 2000).
La protéine Vanin- 1 est le membre prototype d’une grande famille de molécules qui
est très conservée de la mouche D. melanogaster à l’humain. La famille Vanin est encodée
par au moins deux gènes chez la souris (Vanin-1 et Vanin-3), trois gènes orthologues chez
l’humain (VNNJ, VNN2 et VNN3) et un gène chez la mouche D. melanogaster (Granjeaud
et al., 1999). Chez l’humain, les gènes VNN sont hautement conservés et intimement liés
sur le chromosome 6q23-q24. Ils sont alignés selon la même orientation transcriptionnelle.
Ils sont localisés dans une région lourdement réorganisée dans les cas de cancers humains
métastasiques (Galland et al., 199$). Chez la souris, les deux gènes Vnn sont localisés sur le
chromosome 1OA2B1. La localisation du gène Vnnl n’est associée à aucune anormalité lors
du développement sexuel chez l’humain ou chez la souris.
Avant ces différentes études, la protéine Vanin-1 (Vascular noninftammatory
molecule) était connue en tant que glycoprotéine d’ancrage à la surface cellulaire de type
glycosylphosphatidylinositol (GPI) de 70 kDa. Cette glycoprotéine est exprimée dans les
cellules épithéliales périvasculaires du thymus et elle serait impliquée lors de la
colonisation du thymus par les précurseurs des cellules hématopoïétiques (Aurrand-Lions et
al., 1996). La protéine induirait l’immigration des cellules pre-B et pre-T de la circulation
vers le thymus possiblement par son implication lors de l’adhésion et de la migration
(Aurrand-Lions et aï., 1996). Aussi, il semblerait que la glycoprotéine Vanin-1 murine
aurait une activité enzymatique pantetheinase (EC 3.5.1.-). La panthetheinase est une
amidohydrolase qui catalyse l’hydrolyse de la D-pantetheine permettant ainsi le recyclage
de la pantothenate (vitamine B5) et la génération d’un métabolite anti-oxydant, la
cystéamine (Pitari et al., 2000). Les souris déficientes en Vanin-] manquent de cystéamine
dans leurs tissus (Pitari et aÏ., 2000). Par contre, il n’y a aucune indication dans la littérature
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à propos de l’effet de la délétion du gène sur le développement des organes reproducteurs
de ces souris.
L’expression du gène Vnnl dans les cellules de Sertoli, la fenêtre de temps durant
laquelle il est exprimé dans les gonades mâles et le rôle que possède cette molécule dans le
thymus suggèrent un rôle potentiel pour Vanin-1 dans la régulation de la migration et de
l’adhésion cellulaire effectuées sous l’action du facteur SRY dans le contexte des testicules
en développement.
1.6.2 Le gène PN1
Un autre criblage des microréseaux d’ADNc à haute densité qui avaient permis
d’identifier le gène Vnnl a permis de mettre en évidence le gène Pn] comme étant
potentiellement impliqué dans la détermination du sexe (Grimmond et al., 2000). Le gène
Pn] démontre un patron d’expression mâle-spécifique dans les cordons testiculaires et non
dans les ovaires aux jours e12,5 et e13,5 tout comme le gène Vnn]. L’expression débute au
jour ell,25 (15 somites) et elle est clairement détectée au jour e13,5 dans les cellules de
Sertoli (Grimmond et al., 2000).
Le gène FNI code pour la protéine Nexin-l qui est un inhibiteur de protéase sérine
de 43-kfla qui peut moduler l’activité protéolytique de la thrombine, de la tPA, de la uPA et
de la trypsine. Elle fait partie de la superfamille des inhibiteurs de protéase sérine
(SERPINE). Chez la souris, cet inhibiteur est exprimé dans une grande variété de tissus
embryonnaires, mais surtout dans le système nerveux en développement (Mansuy et al.,
1993). La localisation chromosomique du gène FN1 chez l’humain (2q33-35) et chez la
souris (MMU 10) n’est associée à aucune anormalité lors du développement sexuel chez
ces espèces. Par contre, on retrouve une expression anormale de NEXIN-1 chez les
hommes infertiles qui présentent des dysfonctions au niveau des vésicules séminales
(Murer et aÏ., 2001). Chez la souris adulte, les plus hauts niveaux d’expression de Nexin-1
se retrouvent sous le contrôle des androgènes dans les vésicules séminales et le liquide
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séminale (Vassalli et al., 1993). Des souris mâles homozygotes pour la délétion du gène
Fnl sont infertiles (Murer et al., 2001). Cette infertilité ne serait pas causée par une
altération au niveau de la spermatogénèse, ni à une mauvaise fonction du sperme, mais
plutôt à une déficience dans la composition du fluide séminal. Comme l’activité
protéolytique est augmentée en absence de l’inhibiteur Pnl, le liquide séminal est déficient
en semenoclotine. Conséquemment, les bouchons muqueux sont malformés, ce qui diminue
la probabilité des spermatozoïdes à atteindre l’utérus. En rapport avec les implications
possibles de Nexin-1 dans la détermination du sexe, aucun fait n’a été mentionné par
rapport au développement des organes reproducteurs chez ces souris infertiles.
Il a été postulé que lors du développement du mésencéphale et du myelencéphale, la
régulation de la protéolyse par Nexin-1 pourrait servir à préserver la localisation des
cellules avant leur migration et leur différenciation (Mansuy et al., 1993). Lors de la
formation des testicules, le dépôt de la lame basale qui entoure les cellules de Sertoli
constitue la base de la structure des cordons testiculaires. Des expériences in vitro ont
démontré que les cellules myoïdes péritubulaires et les cellules de Sertoli coopèrent
ensemble pour produire cette lame basale (Tung et Fritz, 1987). Ainsi, un inhibiteur de
protéase comme Nexin-Ï, sécrété par les cellules de Sertoli pourrait contribuer à maintenir
entre autre l’intégrité de la lame basale pendant les débuts de la formation des cordons
testiculaires.
1.6.3 Le gène fGF9
L’observation de cas de réversion de sexe mâle vers femelle chez des souris « knock
out » pour le gène fgf9 (fibroblast growth factor) a permis de l’identifier comme un
candidat potentiellement impliqué lors de la détermination du sexe (Colvin et al., 2001). Le
système reproducteur des souris mâles Fgf9 (-I-) arbore un phénotype féminin variable dès
la naissance, allant d’une hypoplasie des testicules à la réversion complète du sexe. Chez
les souris XY, les gonades ont un mésenchyme réduit et les cellules de Sertoli et les cellules
de Leydig sont mal différenciées ou tout simplement perdues lors du développement
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embryonnaire. De plus, il y a absence de cellules myoïdes péritubulaires et les souris
meurent à la naissance, due à une hypoplasie des poumons (Colvin et al., 2001).
Les fgfs composent une famille d’au moins 19 facteurs de croissance qui jouent des
rôles clés dans une variété d’événements dévelopementaux via une famille de quatre
récepteurs tyrosine kinase (Ornitz et al., 2001). L’expression du gène fgf9 est détectée dans
plusieurs tissus durant l’ernbryogénèse chez la souris, soit dans le myocardium
ventriculaire, la plèvre des poumons, les myoblastes squelettiques dans les bourgeons des
membres, les neurones moteurs de la moelle épinière et le bulbe olfactif (Colvin et al.,
1999). Certains Fgfs comme Fgf9 sont aussi exprimés dans les tissus adultes et sont
importants pour maintenir l’homéostasie dans ces tissus. Chez le rat adulte, Fgf’9 est
exprimé dans le cerveau et les reins, mais pas dans le foie, les poumons, la rate, le thymus,
les testicules, le coeur ou les glandes surrénales. Chez la souris, le gène fg/9 est localisé sur
le chromosome 14 tandis que chez l’humain, il est situé sur le chromosome 13q-12.
Dans les gonades de souris normales, FgJ9 est détecté aux jours e 11,5 et e 12,5 chez
les embryons mâles, mais pas chez les embryons femelles. L’expression de fgJ9 dans les
gonades mâles débute peu de temps après le début de l’expression de Sry (jour e 10,5).
L’analyse de la prolifération chez les souris fgf9 (-I-) après le jour e 12,5 démontre un taux
de prolifération de moins de 70% par rapport au contrôle pour les cellules interstitielles. De
plus, des expériences de migration en culture montrent que Fgf9 induit directement ou
indirectement la migration des cellules mésonéphriques dans les gonades XX (Colvin et al.,
2001). Ces données suggèrent que Fgf9 agirait directement ou indirectement en aval de Sry
pour stimuler la prolifération des cellules mésenchymateuses, la migration des cellules
mésonéphriques et la différenciation des cellules de Sertoli dans les testicules
embryonnaires.
1.7 LE PORC COMME MODÈLE D’ÉTUDE DE LA
DÉTERMINATION DU SEXE CHEZ LES MAMMIFÈRES.
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Le système reproducteur nous offre un excellent modèle pour étudier le contrôle de
l’organogenèse chez les mammifères, car c’est un système bipotentiel et les mutations
génétiques qui l’affectent ne sont pas létaux et résultent plutôt en une altération du
phénotype sexuel (inversion, hermaphrodisme ou encore stérilité). D’autre part, il existe de
nos jours deux grands modèles pour mener ces études sur la détermination et la
différenciation du sexe des mammifères, soit la souris et l’humain. La souris est le modèle
le plus couramment utilisé pour l’analyse des processus de détermination et de
différenciation du sexe et elle représente sans contredit, le meilleur modèle expérimental dû
à la relative facilitée avec laquelle des manipulations génétiques peuvent être réalisées. En
raison des considérations éthiques concernant la manipulation d’embryons, les études
développementales sont très difficiles chez l’humain. Par contre, l’humain est intéressant
pour les cas cliniques de malformation ou d’inversion du sexe qui se produisent dans la
nature. Afin de dresser un véritable portrait de ce qui se passe chez tous les mammifères,
nous croyons que d’autres modèles animaux sont nécessaires. Le porc pouffait représenter
un très bon modèle alternatif. Il est en effet relativement facile d’obtenir des embryons
porcins à divers stades de développement (en quantité et de bonne qualité) et, la période de
gestation du porc étant plus longue que celle de la souris (14 semaines versus 3 semaines),
ils peuvent êtres obtenus à des stades embryonnaires plus précis. De plus, principalement
au niveau de la détermination du sexe, la molécule SRY porcine a une structure beaucoup
plus similaire à son homologue humain comparativement à celle de la souris (Daneau et aï.,
1996). Cependant, avec le porc, les outils moléculaires et biologiques ne sont pas aussi
disponibles que chez l’humain et la souris.
1.8 OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES
Les principaux objectifs de ce mémoire ont été d’avancer les connaissances sur la
régulation de trois gènes candidats (VNNJ, FN1 et FGF9) dans le cadre de la détermination
du sexe chez le porc et de faire une analyse comparative de ces trois gènes entre trois
espèces de mammifères, soit le porc, l’humain et la souris.
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Pour atteindre nos objectifs, il a fallu avant tout développer des stratégies pour
cloner rapidement les séquences codantes et les séquences génomiques des trois gènes à
étudier (VNN1, FNJ et FGf9) chez le porc. Une fois fait, il fallait insérer les séquences
5’flanquantes porcine des gènes VNN], PN] et fGF9 dans un vecteur en aval des
séquences du marqueur GfP. Des études de co-transfection avec ces constructions dans des
cellules CV-l allaient nous permettre d’étudier l’effet de différents facteurs de transcription
sur l’activité transcriptionnelle des séquences promotrices des gènes VNN1, FN] et FGF9.
Nos hypothèses de travail étaient que l’expression des gènes VNN1, PAT] et fGF9
serait contrôlée directement par SRY ou indirectement par d’autres facteurs de transcription
connus pour êtres impliqués lors de la détermination et de la différenciation des testicules,
comme SOX9, SF1 et GATA4. De plus, des séquences régulatrices devaient pouvoir être
identifiés à l’intérieur de ces gènes qui seraient communes à celles des gènes homologues
retrouvés chez les autres espèces.
CHAPITRE 2
MÉTHODOLOGIE
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2 MÉTHODOLOGIE
2.1 CLONAGE DES SÉQUENCES DE L’ADNc DU GÈNE VNN1
PORCIN
2.1.1 Stratégie générale
Pour cloner l’ADNc complet du gène VNNJ chez le porc, une stratégie basée sur la
conservation des séquences codantes entre les espèces a été utilisée. Il est supposé que pour
un gène donné, la séquence codante possède des similarités entre les séquences humaine,
murine et porcine. Ainsi, suite à une comparaison des séquences humaine (Genflank
#NM 004666) et murine (GenBank # NM_01 1704) disponibles sur le site internet NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov), des amorces dites hétérologues ont pu être synthétisés. Ces
amorces ont permis de produire un premier fragment de la séquence codante totale du gène
VNN] porcin. À partir de la séquence de ce premier fragment, il a été possible de
synthétiser des amorces spécifiques pour compléter la séquence codante porcine en allant
chercher les séquences des extrémités 3’ et 5’.
2.1.2 Clonage d’un premier fragment de l’ADNc du gène VNN1 porcin
2.1.2.1 Récolte de tissus porcins
Suite à la nécropsie d’un porc mâle adulte, une portion corticale de rein a été
prélevée et rapidement plongée dans l’azote liquide. Les tissus congelés ont ensuite été
conservés dans un congélateur à —70°C, jusqu’au moment de l’extraction de l’ARN.
2.1.2.2 Extraction de l’ARN total de rein
L’ARN total de rein de porc adulte a été extrait par extraction au phénol acide et
chloroforme selon la méthode de Chomczynski et Sacchi (1987) et a été isolé sur gradient
de CsTFA. La concentration d’ARN des échantillons a été évaluée par densité optique. La
51
concentration d’acide nucléique est obtenue par densité optique (D.O.) prise à260 et 280
nm. La lecture à 260 nm permet d’estimer la concentration d’acide nucléique et celle à 280
nm permet d’estimer la concentration de protéines. La concentration d’ARN est calculée en
sachant qu’une unité de densité optique équivaut à 40tg/ml d’ARN, si c’est la
concentration d’ADN qui est évaluée, une unité de densité optique équivaut à 50mg/ml
d’ADN double brin (Sambrook et aÏ., 1989).
2.1.2.3 Amplification d’un premier fragment d’ADNc du gène VNNJ porcin
2.1.2.3.1 Transcription in verse (R T)
La technique de transcription inverse à permis de produire l’ADNc du gène VNN1 à
partir de l’ARN total de rein de porc. Une amorce renversée VAN.l (voir tabLe I, p.52)
complémentaire à une séquence du gène VNNJ humain a été utilisée. Selon la méthode de
RT, 1tg d’ARN total a été mélangé avec 1tl d’amorce antisens VAN.l. La réaction a été
effectuée avec l’enzyme de transcription inversé Superscript II (Gibco BRL).
2.1.2.3.2 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR)
L’ADNc a été ensuite amplifié par réaction de polymérisation en chaîne (PCR).
Lors de la première réaction de PCR, on retrouve 1tl d’ADNc en présence de 1tl de
l’amorce sens humaine VAN.A (2OmM) (table I, p.52), 1 tl de l’amorce antisens humaine
VAN.1 (2OmM) (table I, p.52 ), 10111 de tampon PCR 1OX avec MgCl2 fourni avec
l’enzyme Expand High fidelity® (Roche Molecular Biochemicals), ipi d’une solution de
nucléotides triphosphates (dNTP) (2011M de chaque nucléotide : adénosine triphosphate
(dATP), cytos me triphosphate (dCTP), guanine triphosphate (dGTP), thymine triphosphate
(UTTP); Pharmacia), 85.5111 d’eau stérile et deux gouttes d’huile minérale. La réaction se
fait dans un volume total de 100111 dans un microtube de 0.5m1. La polymérase
thermostable Expand High Fidelity® (0.5111) est ajoutée au mélange lors du premier cycle
au moment où la température atteint 72°C. Le microtube est ensuite incubé dans un appareil
de PCR GeneAmp® PCR System 9700 (AppÏied Biosystems) pendant 40 cycles de trois
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Table 1. Séquence des amorces utilisées pour le clonage et le séquençage du gène “NN1
porcin. Le préfixe p indique que l’amorce a été créée à partir de la séquence porcine, le
préfixe m à partir de la séquence de souris et le préfixe h à partir de la séquence humaine.
Une lettre après le point indique qu’il s’agit d’une amorce sens, alors qu’un chiffre après le
point indique une amorce antisens. Dans certains cas, des sites de restrictions enzymatiques
ont été rajoutés à la séquence des amorces.
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VAN.A
5’ - ATATTATTGTGACTCCAGAAGATG
VAN.B
5’ - TTACCAATACAACACTGATGTGGT
AgeIJK/pVAN.F
5’- ACCGGTACCATGATCACATCTCC
pVAN.J
5’- GAGCCACAAGTGGAACTC
VAN.1
5’ - CCTTCTCATACAACCTCCCAAA
VAN.2
5’ - AGGGAGAACATTTCAAACCTGGTA
pVAN.3
5’ - GCCACAATGTAGATGGAGTTGTC
pVAN.4
5’ - CAAGGGATCCAGTTCACGTGAG
pVAN.5
5’ - TATGAGTAAATAGATTCCCTGCTG
pVAN.8
5’ - GCTTTGCTGCTGACGTGACTGC
pVAN.9
5’ - CCAGGGAGCTGGCTTTTAAGAC
pVAN.1O
5’ - GCCAGCAACGGAGATGTGATCA
pVAN.12
5’ - CAGCAGCTGTAGCTCCGA
pVAN.13
5’ - GGCATTACCATGAGCTGT
p5’ VAN.D
5’ - CTACTCAGTGTCTGTGAG
p5’VAN.E
5? — GATTCGTGCCCTCTTCTA
p5 ‘VAN.F
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5’
- CCTGGCCACAATGCTTGCCTTTGCAGAGG
Kpnl/p5’VAN.G
5’ - GGTACCGTCTCAGTAGTTAATGACTTTAAACGCTG
p5’VAN.3
5’- CATTCGTTTGGAGATTTCGCTTAGGATGG
p5’VAN.4
5’ - GGTCACACTCTCAGCATATGAAAGTTCCC
p5’ VAN.5
5’
- GACCTGAAAACACGCTAC
p5’ VAN.6
5’
- CCTACAGTGTTCCCATTC
p5’ VAN.7
5’ - CCCAGCCAAGATCTCTGA
p5’VAN.$
5’ - CTGTAGCCTGCCAGTCCC
p5 ‘VAN.9
5’
- CGCCACATAAGCCAGCAACGGAGATGT
Agel/p5’VAN.lO
5’
- ACCGGTCATGCTGAAGTCCAACAGCTGCTGAA
S’hVAN.A
5’ — CGTTGACCTTTTTGTCTCTTCTCCCTCCTC
Notl/5’hVAN.B
5’
- GCGGCCGCGATGCACTCTGCTAGACTCAGCTCTCACAG
Sall/5’hVAN.l
5’
- GTCGACGCTGAAGTCCAATGAGTGCTGAAAAACAGA
5’mVAN.D
5’
- CTAATCTTTCATCACAAGCCTGTACACACC
Notl/S’mVAN.E
5’
- GCGGCCGCCACAGTGCTCCAAGTTCAGAGTGCAAGTGG
S’mVAN.2
5’ - CTGCAGCACACGCCAGCCACCAAGACATGC
SaIl/5 ‘ mVAN.3
5’ - GTCGACCCCATAGACTGCGGGAAACCAAAACCTTGC
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étapes : une première étape de dénaturation de 30 secondes à 95°C, une deuxième étape
d’appariement des amorces de 30 secondes à 60°C et finalement une étape d’élongation des
brins d’ADN de 1 minute à 68°C. Suite à la première réaction de PCR (VAN.Al) et pour
plus de spécificité, une deuxième réaction de PCR de type intégrée (« nested PCR ») a été
faite. Cette fois-ci, 1tl de produit de la première réaction de PCR est ajouté avec 1il
d’amorce sens humaine VAN.B (20tM) (table I, p.52) et 1d d’amorce antisens humaine
VAN.2 (20cM) (table I, p.S2). Tous les autres constituants du mélange (tampon, dNTP,
eau, huile et enzyme) sont les mêmes retrouvés dans la première réaction de PCR. Le
programme de PCR reste aussi inchangé.
2.1.2.4 Isolation des fragments d’ADNc amplifiés du gène VNN1 porcin
Les produits amplifiés de la première et de la deuxième réaction de PCR ont été
séparés selon la taille par électrophorèse sur un gel d’agarose de 1%. Pour chaque réaction
de PCR, un volume de 30d d’amplicons mélangé avec 5t1 de tampon de chargement 6X
est mis sur gel. Les échantillons migrent en parallèle avec un marqueur de poids
moléculaire X 174 RF DNA Hae III (Amersham Pharmacia). Deux bandes sont visibles
dans le cas de la première réaction de PCR (VAN.A 1), une d’environ 1230 pb et une autre
d’environ l000pb. Dans le cas de la deuxième réaction de PCR (VAN.B2), une bande
majeure d’environ 800 pb a été identifiée.
2.1.2.5 Ligation des fragments d’ADNc amplifiés du gène VNNJ porcin
Lors de l’amplification par PCR, la Taq polymérase qui se trouve dans le mélange
enzymatique Expand High Fidelity® (Roche Molecular Biochemicals) ajoute un nucléotide
adénosine au bout 3’ des brins d’ADN amplifiés. Cet ajout permet de liguer le produit PCR
directement dans le vecteur pGEM®-T (Promega). Ce vecteur qui est déjà coupé avec
l’enzyme EcoRV porte une thymidine aux deux extrémités 3’. Ces thymidines augmentent
l’efficacité de la ligation d’un produit PCR en empêchant la recircularisation du vecteur et
en offrant des extrémités compatibles aux fragments amplifiés par la Taq polymérase
Expand High Fidelity® . Les produits PCR VAN.A1 et VAN.B2 ont donc été ligués
directement dans le vecteur pGEM®-T. Pour chaque réaction de ligation de 10d de volume
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final, ipi de produit PCR a été ajouté à 5iiI de tampon de ligation (2X) fournie par la
compagnie, 3pi d’eau, O.5pJ de vecteur et O.5tI d’enzyme T4 DNA ligase (Promega). Le
tout a ensuite été incubé pendant la nuit à 16°C.
2.1.2.6 Transformation dans les bactéries compétentes
Les réactions de ligation ont été transformées de façon chimique dans des bactéries
XL1-BIue rendues compétentes par le procédé au chlorure de rubidium.
2.1.2.6.1 Bactéries contpéten tes pour ta transformation chimique
Afin d’obtenir des bactéries perméables à l’ADN plasmidique, la souche
bactérienne EscÏierichia cou XL1-Blue (Stratagene) a été traitée par un procédé chimique
au chlorure de rubidium (RbC12) (Sambrook et al., 1989). Cette technique a permis de
produire environ i07 à 10 transformants par mg d’ADN plasmidique.
2.1.2.6.2 Transformation des bactéries compétentes
Une fois rendue compétentes, 2OOd de bactéries XLÏ-Blue ont été employées pour
la transformation chimique de chaque ligation. Les bactéries ont été étalées sur des pétris de
LB contenant de 1’ ampicilline (O.Smg/ml), du X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f3-D-
galactoside) (8Omg/ml ; Gibco BRL) et de I’IPTG (isopropyl-3-D-ga1actopyranoside)
(8mg/ml ; Gibco BRL) dans le but de permettre la sélection colorimétrique des clones qui
posséderont le vecteur pGEM®-T avec un insert.
2.1.2.7 Sélection des clones recombinants
À titre de première sélection, l’ampicilline dans le milieu va éliminer toutes les
bactéries qui n’auront pas incorporé le vecteur pGEM®-T. En fait, le vecteur pGEM®-T
qui porte le gène de résistance à l’ampicilline va permettre aux bactéries qui acceptent le
plasmide d’acquérir la résistance à cet antibiotique.
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Comme deuxième moyen de sélection, le système de coloration X-Gal va permettre
de sélectionner les clones qui auront acquis un plasmide avec insert parmi ceux qui
contiendront uniquement le vecteur pGEM®-T. Ceci est possible en raison du fait que le
plasmide pGEM®-T possède un fragment contenant les 146 premiers acides aminés de la
partie amino-terminale du gène de la (3-galactosidase (LacZ). Le site de clonage multiple
est en plein coeur de ce fragment, mais il n’affecte pas le cadre de lecture. En présence de
X-Gal, une coloration bleue des colonies est produite dû à l’a-complémentation de la partie
amino-terminate du gène LacZ qui provient du vecteur avec la partie C-terminale du même
gène qui est générée par le génome des bactéries hôtes. Lorsqu’un fragment d’ADN
étranger est inséré dans le site de clonage multiple du plasmide, il interrompt la séquence de
la portion amino-terminale du gène et empêche la possibilité de constituer un gène LacZ
fonctionnel suite à l’a-complémentation (Sambrook et al. 1989). Les colonies restent donc
blanches.
2.1.2.8 Mini-préparation d’ADN plasmidique
Les colonies bactériennes blanches ont été ensemencées dans 3 ml de milieu de
culture LB contenant de l’ampicilline (0.5mg/ml). Après une incubation à 37°C avec
agitation (250 rpm) pendant la nuit, l’ADN plasmidique a été récupéré à l’aide de colonnes
fournies par la trousse «QlAprep Spin Miniprep » (QIAGEN #Cat 27106). L’ADN
plasmidique a été dissoute dans 50pi de tampon d’élution EB fourni par la compagnie. La
présence d’un insert dans le plasmide à été confirmée par une double digestion avec les
enzymes Pst I et Sac II (Pharmacia). Pour chaque clone, Siil d’ADN plasmidique a été
ajouté à un mélange de 3t1 de tampon High (10X) (lOmM Tris-HCI (pH7.5), lOmM
MgC12, 100ig/mt BSA, lOOmM NaCÏ), 21d d’eau et 0.5t de chaque enzyme. Les ADN
ont été digérés à 37°C pendant au moins 1 heure. Finalement, ils ont été séparés et
visualisés par électrophorèse sur gel d’agarose 1% dans un tampon TAE (Sambrook et aï.,
1989).
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2.1.2.9 Séquençage d’ADN double brin
Après la digestion, trois clones qui possédaient un insert à la taille prévue ont été
séquencés dans le but de vérifier s’ils possédaient bel et bien un fragment d’ADNc porcin
du gène VNN]. Le séquençage a été possible grâce au service de séquençage établi à la
faculté de Médecine Vétérinaire. Le service utilise les appareils de type ABI Prism® 310
Genetic Analyzer de la compagnie Applied Biosystems©. Les oligonucléotides SP6 et 17
(table II, p.59), spécifiques au vecteur pGEM®-T ont été utilisés pour le séquençage à une
concentration de liM. Pour une réaction de séquence, 3tl d’échantillon d’ADN
plasmidique à une concentration finale de l00ng/il a été nécessaire. Les concentrations des
mini-préparations des clones positifs ont été préalablement évaluées à une D.O. de 260 et
280 nm selon la méthode décrite à la section 2.1.2.2 et les échantillons et les amorces ont
été dilués dans l’eau.
2.1.3 Clonage de l’extrémité 3’ non- transcrite de l’ADNc du gène
VNN1 porcin
2.1.3.1 Amplification de l’extrémité 3’ du gène VNN1 porcin
En premier lieu, une RT à partir de 1tg d’ARE total de rein de porc mâle a été faite à l’aide
de ltl d’une amorce renversée constituée de plusieurs thymidines (ADT7T7) (table II,
p.59). Cette amorce se fixe spécifiquement â la queue poly(A)+ de l’ARNm. Suite à la RI,
un premier PCR a été fait sur ltl d’ADNc à l’aide de ld d’amorce hétérologue sens
VAN.A (20!IM) (table I, p.52) et de lp.t d’amorce antisens ADB,H,E (20tM) (table II,
p.59). Ce dermier oligonucléotide contient la séquence de l’amorce ADT7T7 à laquelle a
été rajoutée à l’extrémité 3’ des sites de restriction (EcoRi, BamHI et Hindili). Les autres
composantes de la réaction PCR ainsi que les çonditions de cyclage sont les mêmes que
celles décrites â la section 2.1.2.3.2. Le temps d’élongation est par contre allongé à 3
minutes. Afin d’augmenter la spécificité, un PCR intégré a été réalisé avec I tl des amorces
VAN.B (20M)(table I, p.52) et ADE,T7 (20M)(table II, p.59).
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Table II. Séquences d’amorces diverses utilisées pour le clonage et le séquençage des
gènes VNNJ, PN1 et FGf9.
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Sp6
5 ‘-GATTTAGGTGACACTATAG
17
5 ‘-TAATACGACTCACTATAGGG
ADT7TI7
5 ‘-GGATCCAAGCTTGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTTTTTTTTTTTTT
TT
AD.B,H,E
5’ -GGATCCAAGCTTGAATTCTAATACG
AD.E,T7
5 ‘-GAATTCTAATACGACTCACTATAGGG
GALi
5 ‘-GCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTG
I3GAL2
5 ‘-ACACAGGAAACAGCTATGACCATG
t3GAL.A
5 ‘-AAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
GALB
5 ‘-TGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCA
pIZZA.A
5 ‘-GTTATCCCCTGATTCTGT
EGFP.3
5 ‘-GAACAGCTCCTCGCCCTTGCTCA
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2.1.3.2 Isolation des fragments d’ADNc du bout 3’ du gène VNN1 porcin
3OpJ de chaque produit de PCR ont été séparé selon la taille des fragments par
électrophorèse sur un gel d’agarose de 1%. Les échantillons ont migré en parallèle avec une
échelle qui combine les échelles Lambda DNA Hindiil et j X 174 RF DNA Hae III
(Amersham Pharmacia). Une bande majeure d’environ 2000pb est visible dans la première
réaction de PCR (VAN.A-ADB,H,E). Cette bande a été liguée dans le vecteur pGEM®-T
et séquencée.
2.1.4 Clonage de l’extrémité 5’ non- transcrite de l’ADNc du gène VNN1
porcin
2.1.4.1 Isolation d’ARN poty(A)+ de rein
À partir de l’ARN total de rein de porc mâle, l’ARNm a été isolé à l’aide de la
trousse commerciale «Dynabead Oligo(dT)25 > de la compagnie Dynal. Une amorce
d’oligonucléotides (dl) fixée à des billes magnétiques en polystyrène s’hybride à la queue
poly(A)+ de l’ARNm. Quelques lavages sont nécessaires pour éliminer le matériel non lié.
Par la suite, l’ARNm est élué des billes de façon thermique à l’aide d’un tampon d’élution
(2M EDTA).
2.1.4.2 Synthèse du premier brin d’ADNc du gène VNN1 porcin
À partir de cette étape, la recherche de l’extrémité 5’ non-transcrit de l’ADNc s’est
réalisée à l’aide de la trousse « 5’RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends,
version 2.0 » commercialisée par Gibco BRL (# Cat 18374-058). Tous les détails des
protocoles suivants se retrouvent dans le guide d’instruction fourni avec la trousse.
Une RT a été faite à partir de 5pg d’ARN poly(A)+ en présence de 0.5il d’amorce
renversée pVAN.3 (table I, p.52). Cette amorce spécifique découle de la séquence du bout
le plus 5’ du premier fragment d’ADNc porcin cloné du gène VNNJ. La réaction de
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transcription inverse s’est faite avec l’enzyme Superscript’M II à 42°C pendant 30 minutes.
À la fin de la réaction, l’ARN a été dégradé par ld d’un mélange de RNases afin
d’augmenter l’efficacité de la réaction d’addition de la queue poiy (dC) par la TdT. La TdT
démontre une préférence marquée pour les substrats simple-brin (manuel Gibco).
2.1.4.3 Purificatïon de I’ADNc du gène VNN1 porcin
Les résidus d’amorces peuvent nuire à la bonne formation de la queue poly(dC) et
entrer en compétition avec l’amorce commerciale «Abridged Anchor Primer » lors de la
réaction PCR. Afin d’entever l’excès de nucléotides et d’amorces pVAN.3, l’ADNc a été
purifié grâce à des colonnes « G1assMAX DNA isolation spin cartridge » fournies par la
trousse 5’RACE (Gibco BRL).
2.1.4.4 Addition d’une queue poiy (dC) à l’ADNc du gène VNN1 porcin
L’addition d’une queue poly(dC) à l’extrémité 3’ de l’ADNc crée un site de liaison
pour l’amorce commerciale «Abridged Anchor Primer» (AAP) lors de la réaction de PCR.
Pour ce faire, 15tl d’ADNc purifié a été mélangé avec 1,5p.l d’eau DEPC, 5tl de tampon
5X, 2,5il de dCTP (2pM) et 1d de TdT. Le tout a été incubé pendant 10 minutes à 37°C.
La TdT a ensuite été inactivée à 65°C pendant 10 minutes.
2.1.4.5 Amplification du bout 5’ non- transcrit de l’ADNc du gène VNNI porcin par
PCR
Pour aller chercher le fragment 5’, une première réaction de PCR a été réalisée à
partir de 5ml d’ADNc-3’poly(dC) en présence de ltÏ d’amorces sens pVAN.4 (20p.M)
(table I, p.52), 2tl d’amorces commerciales «Abridged Anchor Primer » (AAP) (10tM)
fournies par la trousse 5’RACE, 5pA de tampon PCR IOX avec MgCl2fournit avec
l’enzyme, 1d de dNTP (lOmM), 35.3pJ d’eau stérile et 0.7tl d’enzyme Expand High
Fidelity® (3.5U/d) (Roche Molecular Biochemicals). Le tout a été reconstitué dans un
volume final de 50tl. Les conditions de la première réaction de PCR ont été les suivantes
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une étape de dénaturation des brins à 94°C pendant 30 secondes, une étape d’appariement
des amorces à 55°C pendant 30 secondes et une étape d’élongation à 68°C pendant 90
secondes. Ce cycle a été répété 35 fois.
Pour plus de spécificité, une réaction de PCR de type intégré a été faite sur le
produit de la première réaction de PCR (pVAN.4-AAP). Une dilution 1/10 du premier
produit de PCR dans l0mM Tris-HC1 pH$.O a été préalablement obtenue et ltl de cette
dilution a été incorporé dans le mélange à PCR. Cette fois-ci, les amorces pVAN.5 (20iM)
(tabLe I, p.52) et «Abridged Universal Amplification Primer » (AUAP) (10M) ont été
utilisées pour l’amplification. L’amorce AUAP qui est fournie par la trousse 5’RACE
reconnaît la séquence de l’amorce AAP qui contient les sites de restriction MluI, SalI et
Spel. La deuxième réaction (pVAN.5-AUAP) a été faite dans les mêmes conditions que la
première.
2.1.4.6 Isolation des fragments d’ADNc du bout 5’ du gène VNN1 porcin
20!il d’amplicons de chaque réaction de PCR ont été mis sur gel d’agarose 1% afin
de visualiser les fragments amplifiés. Les échantillons ont migré en parallèle avec une
échelle qui combine les échelles Lambda DNA Hindili et X 174 RF DNA Hae III
(Amersham Pharmacia). Dans le cas de la première réaction de PCR (pVAN.4-AAP), une
bande à environ 450pb a été identifiée. Dans le cas de la deuxième réaction de PCR
(pVAN.5-AUAP), une grosse bande à environ 400pb a pu être déterminée. La ligation dans
le vecteur pGEM®-T s’est faite directement à partir du produit de PCR pVAN.5-AUAP.
2.2 CLONAGE DES SÉQUENCES GÉNOMIQUES DU BOUT 5’ nu
GÈNE VNN1 PORCIN
2.2.1 Stratégie générale
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Deux différentes sortes de mini-librairies ont été construites dans le but de repêcher
des fragments d’ADN génomique qui constituent l’extrémité 5’ du gène VNN1 porcin. Un
premier criblage de la mini-génothèque d’ADN génomique de tailles sélectionnées a permis
le clonage d’un fragment de 1,9kb en amont de l’ATG du gène. Afin d’obtenir plus de
séquence en 5’, un autre criblage cette fois à partir des quatre mini-librairies d’ADN
génomique non-clonées a permis le clonage d’un fragment de 3,3kb situé en amont du
premier fragment. Le séquençage de ces deux fragments a permis d’obtenir une séquence
totale de 5kb du bout 5’ génomique du gène VNN] porcin.
2.2.2 Clonage d’un premier fragment d’ADN génomique 5’ de 1,9kb en
amont de 1’ATG du gène VNN1 porcin
2.2.2.1 Immunobuvardage de type Southern
2.2.2.1.1 Production et marquage radioactfde ta sonde
Un fragment d’ADN qui contient 2lOpb en amont du codon de début de
transcription (ATG) du gène VNN] porcin a été amplifié afin de produire une sonde. Selon
la comparaison entre les séquences génomiques humaine et murine pour le gène VNN], il a
été prédit que le fragment porcin porte seulement des séquences de l’exon 1 du gène. À
partir des séquences de la région 5’ de l’ADNc porcin, des amorces ont été synthétisées soit
AgeI/KJpVAN.F (2OpM) et pVAN.8 (2OM) (table I, p.52) pour amplifier la sonde à une
température d’appariement de 55°C.
Le marquage a été réalisé en utilisant le système «Megaprime’TM DNA labelling »
commercialisé par Amersham LIFE SCIENCE. Cette technique permet l’incorporation de
dCTP32 radioactif à l’aide de la polymérase Klenow. 5Otg de fragment d’ADN a été utilisé
pour le marquage radioactif. La sonde a ensuite été purifiée grâce à la trousse «QlAquick
Nucleotide Removal kit» commercialisé par QIAGEN (# Cat 28304).
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2.2.2.1.2 Préparation de t ‘ADN génomique de porc
L’ADN génomique a été isolé à partir d’un rein de porc mâle adulte à l’aide d’une
trousse « Blood and CelI Culture DNA Maxi kit » de la compagnie QIAGEN (# Cat
13362). La concentration d’ADN de l’échantillon a été évaluée selon la méthode habituelle
(voir section 2.1.2.2).
L’ADN génomique a ensuite été digéré par différentes enzymes de restriction
(BamHI, ClaI, EcoRi, Hindili, PstI, Sacli, XhoI, SalI, KpnI et XbaI). Pour chaque enzyme,
Ï01g d’ADN a été mis à digérer (voir Annexe, p.250). Après une nuit à 37°C pour une
digestion complète, l’ADN a été séparé selon la taille par électrophorèse sur un gel
d’agarose de 0.8%. Avant de transférer l’ADN sur la membrane, le gel a été trempé dans
une solution de dépurination (250mM HC1) pendant 10 minutes et il a été rincé 3 fois avec
de l’eau distillée. Ensuite, il a été plongé dans une solution dénaturante (1.5M NaCl et
0.5M NaOH) pendant 45 minutes et finalement dans une solution de neutralisation (1M
Tris (pH7.4) et 1 .5M NaOH) pendant 45 minutes afin de rétablir le pH.
2.2.2.1.3 Transfert de l’ADNgénomique de porc sur ta membrane
L’ADN génomique a été transféré sur une membrane de nylon neutre (Hybond
NTM, Amersham) par capillarité en utilisant un tampon de transfert neutre (1OX SSC).
L’ADN a été fixé à la membrane par les irradiations aux rayons ultraviolets de 15j/cm2
émis par un appareil SpectroLinker XL-Ï 000 UV Crosslinker (Spectronics Corporation).
2.2.2.1.4 Préhybridation, hybridation et détection
La préhybridation de la membrane a été effectuée dans un tampon de
préhybridation (5X SSC, 1.0% (w/v) « Blocking Reagent », 0.1% N-laurylsarcosine et
0.02% SDS) pendant 4 heures à 65°C dans un four à hybridation rotatif.
L’hybridation de la membrane a été effectuée pendant 18 heures à 65°C dans 7 ml
de tampon d’hybridation. Le tampon d’hybridation était du tampon de préhybridation dans
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lequel avait été ajoutée la sonde marquée au P32 (210 ph d’une portion de l’exonl du gène
VNN-]) préalablement dénaturée par ébullition pendant 10 minutes.
La membrane a ensuite été lavée 1 fois avec une solution de 2X SSC et 0.1% SDS à
la température de la pièce, 2 fois à 65°C pendant 20 minutes avec cette même solution et
finalement 2 fois à 65°C pendant 20 minutes avec une solution de 0.1X SSC et 0.1% SDS.
La membrane a été exposée avec un film radiographique (Kodak) pendant 2 jours à —70°C.
2.2.2.2 Création de la mini-génothèque de taille sélectionnée porcine
La technique d’immunobuvardage de type Southem a permis l’identification d’un
seul fragment d’une taille de 3kb pour l’ADN digéré avec l’enzyme de restriction PstI.
C’est à partir de ce fragment que s’est basée la création de la mini-génothèque.
2.2.2.2.1 Digestion industrielle de l’ADN génomique de porc avec PstI
Dans un volume final de 1200d, 200ig d’ADN génomique de porc a été digéré
avec l’enzyme PstI (Pharmacia) dans du tampon Low 1OX (lOmM Tris-HCI (pH7.5),
IOmM MgC12 et l00g/ml BSA). La digestion a été faite à une température de 37°C
pendant toute une nuit afin qu’elle soit complète. Les fragments d’ADN ont ensuite été
séparés selon la taille par électrophorèse sur un gel d’agarose de 0.8%. À l’aide du
marqueur de poids moléculaire «1kb ladder » (Gibco BRL), les bandes qui avaient une
taille sélectionnée allant de 2 à 4kb ont été excisées et extraites du gel. La trousse
«QlAquick Gel Extraction kit» de la compagnie QIAGEN (#Cat 28704) a été utilisée pour
exécuter l’extraction des fragments d’ADN.
2.2.2.2.2 Ligation de ta mini-génothèque de taille sélectionnée porcine
Les fragments d’ADN de taille sélectionnée (2-4kb) ont été insérés dans un vecteur
de clonage Blueskript KS(+) (Stratagene). Pour ce faire, le vecteur a été préalablement
coupé avec l’enzyme PstI dans 2X de tampon «One Phor All » (Pharmacia) pendant 4
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heures à 37°C. Un traitement de l’ADN à l’alkaline phosphatase intestinale de veau
(Pharmacia) a été effectué pour en retirer le résidu phosphate à son extrémité 5’. La
déphosphorylation du vecteur s’est fait selon les recommandations de la compagnie
Pharmacia et la récupération du vecteur déphosphorylé a été faite avec les colonnes de la
trousse « QlAquick Gel Extraction kit » de la compagnie QIAGEN (#Cat 28704). La
ligation entre les fragments (2-4kb) d’ADN génomique et le vecteur Blueskript KS(+) a été
produite à l’aide de l’enzyme 14 DNA ligase dans le tampon « One Phor Ail » (iX)
pendant la nuit à 16°C.
2.2.2.3 Amplification de séquences génomiques en amont de l’ATG du gène VNN1
porcin
Pour cloner les séquences génomiques en amont de l’ATG du gène VNNJ,
différents PCR ont été réalisés sur la mini-génothèque d’ADN génomique porcine (2-4kb).
Étant donné que l’orientation des fragments d’ADN dans le vecteur Blueskript KS(+) n’est
pas connue, des amorces spécifiques au vecteur situées de part et d’autre du site de clonage
multiple ont été utilisées pour tenter d’amplifier une séquence. Ainsi, lors d’une première
réaction de PCR, un tube contenait 1tl de mini-génothèque en présence des amorces
GAL.A (table II, p59) et pVAN.9 (table I, p.52) et un autre tube contenait 1tl de mini
génothêque en présence des amorces I3GAL. I (table II, p.59) et pVAN.9 (table I, p.52). Les
deux tubes ont été soumis à 40 cycles de PCR dénaturation à 94°C pendant 45 secondes,
appariement des amorces à 62°C pendant 45 secondes et élongation à 68°C pendant 4
minutes. La polymérase Expand High fidelity® (Roche) a été utilisée pour la réaction.
Pour plus de spécificité, une deuxième réaction de PCR de type emboîtée a été effectuée sur
1 il de chaque produit de la première réaction. Le produit f3GAL.A-pVAN.9 a été mis en
présence des amorces [3GAL.B (table II, p.59) et pVAN.l0 (table I, p.52) et le produit
f3GAL.l-pVAN.9 a été mis en présence des amorces 3GAL.2 (table II, p.S9) et pVAN.10
(table I, p.52). Les conditions de réaction sont les mêmes que celles décrites quelques
lignes plus haut.
2.2.2.4 Isolation des fragments génomiques 5’ du gène VNN1 porcin
I-
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Une bande significative de la taille d’environ 2kb a été détectée pour le produit de
PCR 3GAL.2-pVAN.1O. Elle a été liguée dans le vecteur pGEM®-T et séquencée. En plus
des amorces du vecteur pGEM®-T, Sp6 et ApaI (table II, p.59), des amorces spécifiques
internes ont été utilisées afin d’obtenir une séquence complète pVAN.J, pVAN.12 et
pVAN.13 (table I, p.52).
2.2.3 Clonage d’un deuxième fragment d’ADN génomique 5’ en amont
du premier fragment d’ADN génomique 5’ du gène VNNJ porcin
2.2.3.1 Création de mini-librairies d’ADN génomique porcin non-clonées
Dans la perspective d’avoir une séquence génomique 5’ du gène VNN] porcin plus
longue, une trousse commerciale appelée «Universal GenomeWalkerTM Kit» (Clontech) a
été employée. La technique consiste à cloner rapidement des séquences génomiques par
PCR grâce à la création de mini-librairies porcines non-clonées. Contrairement à la mini
génothèque de tailles sélectionnées utilisée pour le clonage du fragment f3GAL.2-pVAN.1O,
les mini-librairies rendent disponibles tout le génome du porc pour le criblage par PCR.
2.2.3.1.1 Préparatioit de t ‘ADN génomique de porc
L’ADN génomique a été isolé à partir d’un rein de porc mâle adulte à l’aide d’une
trousse «Blood and Celi Culture DNA Maxi kit» de la compagnie QIAGEN (# Cat 13362).
La concentration d’ADN de l’échantillon a été évaluée selon la méthode habituelle (voir
section2.l.2.2).
Quatre enzymes de restriction qui laissent des extrémités franches (DraI, EcoRV,
PvuII et Stul) ont été employées pour digérer chacune 5g d’ADN génomique dans leurs
tampons 1OX respectifs. Les enzymes et leur tampon YOX sont fournis par la trousse de
Clontech. Pour obtenir des digestions complètes, les tubes ont été incubés à 37°C pendant
16 heures. Dans le but d’éliminer toute trace d’enzyme de restriction, les digestions ont été
purifiées par une extraction au phénol/chloroforme et précipitées à l’éthanol (voir
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instructions de la trousse de Clontech). Les culots d’ADN génomique ont été resuspendus
dans 20d de TE (lOmM Tris-HC1 (pH7.5) et O.lmM EDTA) avant la ligation.
2.2.3.1.2 Ligation des dtfférentes digestions d’ADN génomique de porc
Les différentes digestions d’ADN génomique ont été liguées à l’aide des adapteurs
«GenomeWalker adaptor» fournis par la trousse. 1Otl d’ADN de chaque digestion a été
ligué avec 1,9iiI d’adaptateurs dans un tampon de ligation 1OX à l’aide de la 14 DNA
ligase pendant la nuit à 16°C. Ces ligations ont constitué les 4 mini-librairies d’ADN
génomique porcines. Voir les instructions de la trousse «Universal GenomeWalkerTM Kit»
de Clontech pour plus de détails.
2.2.3.2 Amplification de séquences génomiques en amont de la séquence du premier
fragment de promoteur du gène VNNJ porcin
Des criblages par PCR des mini-librairies porcines non-clonées ont été faits pour
cloner un fragment en amont du premier fragment cloné 3AL.2-pVAN.10. Pour cette
recherche, des amorces antisens spécifiques à la région 5’ du fragment f3GAL.2-pVAN. 10
ont été synthétisées. Elles ont été utilisées de concert avec des amorces sens fournies par la
trousse « Universal GenomeWalkerTM Kit » qui reconnaissent les séquences des
adaptateurs. Dans la première réaction de PCR, 1d de mini-librairie a été mis en présence
de 1tl d’amorce APi (adaptor primer 1) (lOiiM), de 0,5tl d’amorce p5’VAN.3
(20p.M)(table I, p.52), de 0,5m1 de dNTPs (25mM), de 2,2m1 de Mg(OAc)2 (25mM), de 5tl
de tampon de PCR Advantage 2® 1OX (Clontech), de 39,8U d’eau stérile et de 1i1
d’enzyme Advantage 2® (Clontech). Les conditions de PCR ont été ceux-ci : 7 cycles qui
comprennent une étape de dénaturation à 94°C pendant 2 secondes et une étape
d’appariement et d’élongation à 72°C pendant 3 minutes suivies de 32 cycles qui
comprennent une étape de dénaturation à 94°C pendant 2 secondes et une étape
d’appariement et d’élongation à 67°C pendant 3 minutes. Une autre réaction de PCR de
type intégrée a été faite à partir de 1m! de produit de PCR AP1-p5’VAN.3. Cette fois-ci, les
amorces p5’VAN.4 (20tM)(table I, p.52) et AP2 (adaptor primer 2) (10iM) ont été
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utilisées pour amplifier les fragments. Le programme du deuxième PCR a été celui-ci : 5
cycles qui comprennent une étape de dénaturation à 94°C pendant 2 secondes et une étape
d’appariement et d’élongation à 72°C pendant 3 minutes suivies de 20 cycles qui
comprennent une étape de dénaturation à 94°C pendant 2 secondes et une étape
d’appariement et d’élongation à 67°C pendant 3 minutes.
2.2.3.3 Isolation des fragments génomiques 5’ du gène VNN1 porcin
Différents fragments ont pu être observés selon ta mini-librairie criblée. Avec la
mini-librairie digérée par l’enzyme Stul, une bande de la taille d’environ 3,3kb a été
identifiée, de même que pour la mini-librairie digérée par l’enzyme DraI. Un plus petit
fragment d’environ 1 .skb a été observé pour la mini-librairie PvuII.
2.2.3.4 Lïgation et transformation du fragment de 3.3kb de la mini-librairie Stul
Étant donné que le fragment de 3,3kb amplifié à partir de la mini-librairie Stul
semblait contenir le plus de séquence génomique 5’, c’est lui qui a été favorisé pour la
ligation et la transformation. L’enzyme Advantage 2® permet à l’amplicon de se liguer
directement dans le vecteur pGEM®-T tout comme l’enzyme Taq polymérase Expand
High fidelity®. Lors du séquençage, en plus des amorces du vecteur pGEM®-T, Sp6 et
T7, des amorces spécifiques internes ont été utilisées afin d’obtenir une séquence
complète : p5’VAN.D, p5’VAN.E, p5’VAN.5, p5’VAN.6, p5’VAN.7 et p5’VAN.8 (table
I, p52).
2.3 CLONAGE DE 5kb DE SÉQUENCES PROMOTRICES DU GÈNE
VNN1 PORCIN DANS LE VECTEUR D’EXPRESSION pEGFP-l
(construction 5kb pVANp-GFP).
2.3.1 Amplification de 5kb de séquence de promoteur en amont de 1’ATG
du gène VNN1 porcin
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Grâce au séquençage complet des deux fragments génomiques 5’, des amorces ont
été synthétisées de façon à pouvoir amplifier un seul grand fragment génomique 5’ de 5kb.
Ainsi, un premier PCR a été réalisé sur 1 d d’ADN génomique de rein de porc mâle en
présence d’une amorce sens p5’VAN.F (20.tM) (table I, p.52) et d’une amorce antisens
p5’VAN.9 (20tM) (table I, p.52). Voir la section 2.2.3.2. pour les détails de la préparation
des réactions de PCR avec l’enzyme Advantage2® (Clontech). La réaction de PCR s’est
faite en deux étapes sur 35 cycles: une de dénaturation à 94°C pendant 30 secondes et une à
68°C pendant 6 minutes qui comprend l’appariement et l’élongation. Pour plus de
spécificité, un deuxième PCR de type intégré a été fait sur 1t1 du produit de PCR
p5’VAN.F-p5’VAN.9. Les amorces KpnI/p5’VAN.G (201iM) (table I, p.52) et
AgeI/p5’VAN.lO (20tM) (table I, p.52) ont été utilisées dans ce cas-ci dans les mêmes
conditions que le premier PCR. Par contre, la réaction a été faite pendant 30 cycles et à une
température d’ appariemment’élongation de 70°C.
2.3.2 Isolation du fragment de 5kb d’ADN génomique 5’ du gène
VNN1 porcin
Une bande de taille prévue de 5kb a été détectée pour le deuxième produit de PCR
KpnI/p5’VAN.G-AgeI/p5’VAN.10. Cette bande a été liguée dans le vecteur pGEM®-T
2.3.3 Préparation et ligation de l’insert génomique 5’ de 5kb du gène
VNN1 porcin dans le vecteur d’expression pEGFP-1
Un l5tl d’un plasmide pGEM®-T qui possédait l’insert génomique de 5kb à été
digéré avec les enzymes KpnI et Agel (Promega) dans le tampon K 1OX (Promega). En
parallèle, 5d de vecteur EGFP-lhome mod. Xba (pEGfP-l) a été digéré avec les mêmes
enzymes. Les digestions ont été incubées pendant 3 heures à 37°C et ont été séparées par
électrophorèse sur gel d’agarose 1%. L’insert de 5kb, ainsi que le vecteur ont été extraits du
gel à t’aide de la trousse « QlAquik Gel Extraction kit »(QIAGEN). La ligation s’est faite
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dans le tampon de ligation 2X (Promega) avec la T4 DNA ligase (Promega) à 16°C pendant
la nuit.
2.3.4 Transformation dans les bactéries compétentes
La transformation a été effectuée dans 50iJ de cellules XLI-Blue déjà compétentes
commercialisées par Stratagene. Les bactéries ont été étalées sur des pétris de LB qui
contenait de la kanamycine (0.5mg/ml) comme antibiotique. Les pétris ont été incubés à
l’envers pendant la nuit à 3 7°C.
2.3.5 Sélection des recombinants et mini-préparations d’ADN
plasmidique.
Sur pétri, le seul moyen de sélection possible est la résistance à la kanamycine que
confère le vecteur pEGFP-1 aux bactéries qui l’auront acquis. Les colonies sont toutes
blanches étant donné que le vecteur pEGFP-1 ne permet pas un système de sélection par la
coloration comme le fait le vecteur pGEM®-T. Ainsi, des colonies blanches ont été
ensemencées dans 3 ml de bouillon LB contenant de la kanamycine (0,5mg/ml) et ont été
incubées pendant ta nuit avec agitation constante (250 rpm) à 37°C. L’ADN plasmidique a
été récupéré à l’aide de colonnes fournies par la trousse QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN
#Cat 27106). L’ADN plasmidique a été dissoute dans 50d de tampon d’élution EB fournie
par la compagnie. La présence de l’insert de 5kb dans les plasmides à été confirmée par une
double digestion avec les enzymes Agel et KpnI (Promega) dans le tampon K IOX
(Promega). Finalement, ils ont été séparés et visualisés par électrophorèse sur gel d’agarose
1%.
2.3.6 Confirmation des clones positifspar séquençage
Les amorces utilisées pour le séquençage dans le vecteur pEGFP-1 sont pIZZA.A
(lpM)(table II, p.59) et EGFP.3 (ltM)(table II, p.59).
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2.4 CLONAGE DE 5kb DE SÉQUENCES PROMOTRICES DU GÈNE
VNN1 HUMAIN DANS LE VECTEUR D’EXPRESSION pEGFP-1
(construction 5kb hVANp-GFP).
2.4.1 Amplification de 5kb de séquence de promoteur en amont de ]‘ATG
du gène VNNJ humain
L’ADN génomique humain a été isolé à partir de sang humain mâle adulte
consentant selon les instructions de la trousse «Blood and Ceil Culture DNA Maxi kit» de
la compagnie Q1AGEN (# Cat 13362). La concentration d’ADN de l’échantillon a été
évaluée selon la méthode habituelle (voir section 2.1.2.2). À partir des séquences
promotrices du gène VNNJ humain disponibles sur le site //genorne.ucsc.edu, il a été
possible de dessiner des amorces spécifiques dans le but d’amplifier par PCR 5kb de cette
séquences. Les amorces 5’hVAN.A (2OtM)(table I, p.52) et SalI/S’hVAN.l (2OiiM)(table
I, p.52) ont été utilisées pour faire une première amplification par l’enzyme Advantage 2®
sur imi d’ADN génomique humain. Un deuxième PCR de type hémi-intégré (heminested)
à l’aide des amorces NotI/S’hVAN.B (20p.M)(table I, p.52) et SalI/5’hVAN.I (20p.M)(table
I, p.52) sur le premier produit de PCR a été nécessaire. La préparation et les conditions du
PCR sont les mêmes que celles décrites à la section 2.3.1.
2.4.2 Isolation du fragment génomique 5’ du gène VNNJ humain
Une grosse bande de la taiLle d’environ 5kb a été identifiée dans Le deuxième
produit de PCR NotI/5’hVAN.B- SalI/5’hVAN.l. Cette bande a été liguée dans le vecteur
pGEM®-T.
2.4.3 Préparation et ligation de l’insert génomique 5’ du gène VNN1
humain dans le vecteur d’expression pEGFP-1
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Voir section 2.3.5. Dans ce cas-ci, l’insert a été coupé avec les enzymes NotI et SalI
dans le tampon de digestion D 1OX (Promega). Par contre, le vecteur pEGFP a été digéré
avec les enzymes EcoRI et SalI, mais toujours dans le tampon D 1OX. Lors de la ligation, il
a fallu ajouter ld d’adapteur EcoRI/NotI (2OM) qui allait permettre de changer le site
NotI de l’insert en un site EcoRi afin que la ligation dans pEGFP-l puisse être effectuée.
2.5 CLONAGE DE 4kb DE SÉQUENCES PROMOTRICES DU GÈNE
Vanin-1 MURIN DANS LE VECTEUR D’EXPRESSION pEGFP-1
(construction 4kb mVANp-GFP).
2.5.1 Amplification de 4kb de séquence de promoteur en amont de l’ATG
du gène Vanin-1 murin
L’ADN génomique murin à été extrait à partir de rein de souris mâle adulte à l’aide
de la trousse « Blood and Cell Culture DNA Maxi kit» de la compagnie QIAGEN (# Cat
13362). La concentration d’ADN de l’échantillon a été évaluée selon la méthode habituelle
(voir section 2.1.2.2). Tout comme dans le cas des séquences promotrices du gène VNNJ
humain, il a été possible d’obtenir les séquences de souris sur le même site internet
//genorne.ucsc.edu. Les amorces S’mVAN.D (2OtM) (table I, p.52) et 5’mVAN.2 (2OiM)
(table I, p.52) ont été synthétisées pour faire un premier PCR, ainsi que les amorces
NotI/S’mVAN.E (2OtM)(table I, p.52) et SalI/5’mVAN.3(2OiM)(table I, p.52) pour
effectuer un deuxième PCR de type hémi-intégré. Voir la section 2.3.1 pour la préparation
et les conditions de PCR.
2.5.2 Isolation du fragment génomiqùe 5’ de 4kb du gène Vanin-1 murin
Une bande de la taille de 4kb a pu être détectée dans le deuxième produit de PCR
NotI/5’mVAN.B- SalI/5’mVAN.l. Cette bande a été liguée dans le vecteur pGEM®-T.
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2.5.3 Préparation et ligation de l’insert génomique 5’ du gène Van in-1
murin dans le vecteur d’expression pEGFP-1
Voir section 2.4.5.
2.6 TRANSfECTIONS DES CELLULES CV-1
Les ADN plasmidiques utilisés pour les études de transfections ont été purifiés à
l’aide de la trousse «Endofree Plasmid Maxi kit» selon les instructions de la compagnie
QIAGEN (# Cat. 12362). Les concentrations d’ADN plasmidique ont été évaluées à partir
des mesures de D.O. Les fibroblastes de rein de singe vert (CV-1) ont été cultivés dans du
milieu DMEM supplémenté avec 2.5% NBS (Newborn bovine serum) (Gibco) et iX
d’antimycotiques (Gibco) à 37°C avec 5% C02. Les transfections transitoires ont été faites
dans des plaques de culture de 24 puits à l’aide de la technologie «Effectene Transfection
Reagent» commercialisé par QIAGEN (# Cat.301 427).
Le jour avant les transfections, 90 000 cellules CV-1 par puits ont été distribuées
dans les plaques de cultures. Pour observer et comparer l’effet de différents facteurs de
transcription sur la transactivation des séquences 5’ flanquantes porcine, humaine et
murine, chaque construction (lOng) (5kb pVANp-GFP, 5kb hVANp-GFP et 4kb mVANp
GFP) a été co-transfectée avec des concentrations croissantes (0, 1, 10, 50 et lOOng/puits)
de différents plasmides contenant la séquence codante d’un facteur sous le contrôle d’un
promoteur CMVp. Les facteurs testés sont les suivants SOX9 porcin
(pSOX9cDNApBKCMV), Sox9 murin (mSOX9/pBKCMV) fourni par Richard Behringer,
Lhx9 murin (Lhx9 ORf pcDNA3) fourni par Robert Viger, Sf1 murin (CMVp
mSf1cDNA) fourni par Keith Parker, WT1 porcin (pWT1/pBKCMV), Gata4 murin
(CMVp mGATA4 cDNA) gracieuseté de Robèrt Viger et SRY porcin (pSRY ORF-CMV).
La quantité totale d’ADN a été gardée constante en utilisant le vecteur pBKCMV sans
insert. Après 16 heures d’incubation, le milieu de culture a été changé pour du milieu frais.
Le deuxième matin suivant la transfection, les cellules ont été trypsinisées et resuspendues
dans 500p.l de PBS sans calcium afin de mesurer la fluorescence de la GFP. La
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quantification de la fluorescence émise par la GFP a pu être possible en analysant le % de
cellules fluorescentes et la moyenne de la fluorescence dans une population de 10 000
cellules à l’aide d’un appareil de FACS (Beckman Coulter) équipé d’un filtre GFP. Les
expériences de transfections ont été répétées au moins 3 fois en duplicata.
2.7 CLONAGE DES SÉQUENCES DE L’ADNc DU GÈNE PN1
PORCIN
2.7.1 Stratégie générale
Le clonage des séquences de l’ADNc du gène FNJ porcin a été réalisé en utilisant la
même stratégie que celle qui est expliquée à la section 2.1.1. Les séquences à partir de
lesquelles les amorces ont été synthétisées sont les séquences humaines FN] (Gen3ank
#M17783) et les séquences murines Pnl (GenBank #BC010675).
2.7.2 Clonage d’un premier fragment de l’ADNc du gène PN1 porcin
2.7.2.1 Amplification du premier fragment d’ADNc du gène PN1 porcin
Une RT a été réalisée à partir de l’ARN total de rein de porc (voir section 2.1.2.3.1)
en utilisant l’amorce inversée NEX-1 (20cM) (table III, p.77). Un premier PCR a été
effectué avec les amorces hétérologues NEX.A (20iM) et NEX.1(20tM)(table III, p.77) à
une température d’appariement de 6 1°C. Un deuxième PCR intégré sur le produit du
premier PCR a été fait avec les amorces NEX.B (20tM) et hNEX.2(20p.M) (table III, p.77)
à une température d’appariement de 62°C. Les autres conditions de PCR ont été les mêmes
que celles décrites à la section 2.1.2.3.2
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Table III. Séquence des amorces utilisées pour le clonage et le séquençage du gène PNJ
porcin. Le préfixe p indique que l’amorce a été créée à partir de la séquence porcine, une
lettre après le point indique qu’il s’agit d’une amorce sens, alors qu’un chiffre après le point
indique une amorce antisens. Dans certains cas, des sites de restrictions enzymatiques ont
été rajoutés à la séquence des amorces.
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pNEX.A
5’ - CAGGACCAAGAAGCAGCTCACCA
pNEX.B
5’- GGCCATCGTCTCCAAGAAGAATA
pNEX.C
5’- CCTTCATGTTTCTCACATCTTGCA
pNEX.D
5’ - CGAAAGCTTCCGCAGCAACAAC
hNEX.F
5’ - GTCCTTGGTGGAAGGAACCATGA
pNEX.1
5’ - CAGCACCTGTAGGATTATGTCG
pNEX.2
5’ - GGTCTGTCTACTATAAACCAGGG
pNEX.3
5’ - GGACACTGTCGAGAAGATCTGGG
pNEX.4
5’ - CCTCGTGACGAAAGGCACTTCCA
pNEX.7
5’ - GGAGCCGAGTTCCTCCAGCGACAGAG
pNEX.8
5’ - GCAGCGTCACGGTGGCCACGAGGAAG
p5’ NEX.1
5’ - CACTTGCTGGGTCCCAATTCTGTGCCAGA
p5’ NEX.2
5’- CCCATGGCATATGGAGGTTTCCAAGCTAG
p5’NEX.3
5’ - CCAAGACCCTTGCCCTCT
p5’NEX.4
5’ - GCTGCACCACAATGGGAAC
p5’NEX.5
5’ - GAAACGAATCCCTTGAGG
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p5’NEX.B
5’ - GGGAGACAGTCTTCGCTG
p5’ NEX.C
5’ - GCTCAAGCCCTTTCATGA
p5’NEX.D
5’ - GACAGGCTGCATTTACAC
p5’NEX.E
5’ - CCATATGCCTTGGGTGTG
p5’NEX.F
5’ - GCGAAAGAACATAGGGATCACACCCACTC
XhoI/p5 ‘NEX.G
5’ - CTCGAGGGCTACTGAACTTTGGCGAGAAGTAAAAGC
SaII/p5’NEX.6
5’ - GTCGACGGTTCCTTCCACCAAGGACAACCTGAGAAA
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2.7.2.2 Isolation des fragments d’ADNc du gène PNJ porcin
Une grosse bande de la taille d’environ 800pb a été détectée dans la réaction de
PCR intégrée NEX.B2. Le produit de PCR NEX.B2 a été ligué directement dans pGEM®
T et séquencé.
2.7.3 Clonage de l’extrémité 3’ non- transcrite de l’ADNc du gène PN1
porcin
2.7.3.1 Amplification de l’extrémité 3’ du gène PN1 porcin
Une RT à partir de l’ARN total de rein de porc (voir section 2.1.2.3.1.) a été
effectuée à l’aide de l’amorce renversée ADT7TI7 (voir section 2.1.3.1). Un premier PCR a
été fait sur la RT à l’aide des amorces pNEX.C (table III, p.77) et ADB,H,E (table II, p.59)
et un deuxième PCR a été fait à partir du premier produit PCR en présence des amorces
pNEX.D (table III p.77) et ADET7 (table II, p.59). Lors des deux réactions de PCR, la
température d’appariement des amorces a été de 64°C et le temps d’élongation a été de 2
minutes. Les autres conditions ont été décrites à la section 2.1.2.3.2.
2.7.3.2 Isolation des fragments d’ADNc du bout 3’ du gène PN1 porcin
Une bande de ta taille d’environ 900pb a été visualisée pour la deuxième réaction de
PCR NEX.D-ADET7. Le produit de PCR a été ligué directement dans pGEM®-T et
séquencé.
2.7.4 Clonage d’un bout 5’ contenant l’ATG de l’ADNc du gène PN1
porcin
2.7.4.1 Amplification d’un bout 5’ du gène PNJ porcin
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À partir de 1d d’ADN génomique de porc, des réactions de PCR ont été réalisées à
l’aide d’une amorce hétérologue déduite de la séquence PN-J humaine (GenBank
#M17783) et d’amorces spécifiques antisens complémentaires à la région 5’ du premier
fragment d’ADNc cloné. Pour le premier PCR, les amorces hNEX.F et pNEX.3 (table III,
p.77) ont été utilisées tandis que les amorces hNEX.f et pNEX.4 (table III, p.8l) ont été
utilisées pour le deuxième PCR de type intégré. L’appariement des amorces a été de 64°C
dans le cas du premier PCR et de 66°C dans le cas du deuxième PCR. Les autres conditions
de PCR ont été celles décrites à la section 2.1.2.3.2.
2.7.4.2 Isolation des fragments d’ADNc du bout 5’ du gène PN1 porcin
Une bande intéressante d’environ 600pb a été détectée dans le premier produit de
PCR NEX.F3 et une bande d’environ SOOpb pour le produit de PCR NEX.F4. 1i1 du
premier produit de PCR NEX.F3 a été ligué directement dans le vecteur pGEM®-T et
séquencé.
2.8 CLONAGE DES SÉQUENCES 5’FLANQUANTES DU GÈNE IW1
PORCIN
2.8.1 Stratégie générale
À l’aide des mini-librairies d’ADN génomique porcin non-clonées déjà construites
(voir sections 2.2.3.1), deux séries d’amplification par PCR utilisant des amorces antisens
spécifiques au gène FN] ont été faites dans le but d’obtenir les séquences 5’ flanquantes du
gène FNJ porcin.
2.8.2 Clonage d’un premier fragment d’ADN génomique 5’ de 500p en
amont de l’ATG du gène PNJ porcin
2.8.2.1 Amplïficatïon des fragments génomiques 5’ du gène PN1 porcin
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Lors de la première réaction de PCR, Ï t1 de chaque mini-librairie a été mis en
présence de 1tl d’amorces sens APi (10tM) (fournies par la trousse « Universal
GenomeWalker » (Clontech)) et 0,5d d’amorces antisens spécifiques pNEX.7 (20tM)
(table III, p81). Pour la deuxième réaction de PCR de type intégrée, 1tl d’une dilution 1/50
du premier produit de PCR a été mis en présence de 1tl d’amorces sens AP2 (1011M)
(fournies par la trousse «Universal GenomeWaiker » (Clontech)) et 0,5!1l d’amorces
antisens spécifiques pNEX.8 (table III, p77). Les autres conditions pour le premier et le
deuxième PCR ont été exactement identiques à celles décrites à la section 2.2.3.2.
2.8.2.2 Isolation des fragments génomiques 5’ du gène PN1 porcin
Pour la mini-librairie digérée PvuII, une bande de la taille d’environ 500pb a été
détectée et extraite à partir du gel d’agarose à l’aide de la trousse «QlAquick Gel Extraction
kit » de la compagnie QIAGEN (#Cat. 28704). Cette bande a été liguée dans le vecteur
pGEM®-T et séquencée.
2.8.3 Clonage d’un deuxième fragment d’ADN génomique 5’ de 3kb en
amont du premier fragment génomique 5’ du gène PN1 porcin
2.8.3.1 Amplification des fragments génomiques 5’ du gène PN1 porcin
Suite au séquençage du premier fragment génomique 5’ de SOOpb, des amorces
antisens spécifiques à la région 5’ de ce fragment ont été synthétisées afin d’obtenir plus de
séquences promotrices toujours à partir des 4 mini-librairies porcines (voir section 2.2.3.1).
Un premier PCR a été fait avec les amorces APi et p5’NEX.l (table III, p.77) et un
deuxième PCR de type emboîté a été fait avec les amorces AP2 et p5’NEX.2 (table III,
p.77). Voir section 2.2.3.2. pour plus de détails,
2.8.3.2 Isolation des fragments génomiques 5’ du gène PN1 porcin
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Une bande d’une taille d’environ 3kb a été détectée dans la mini-librairie digérée
par EcoRV. Le fragment a été extrait à partir du gel d’agarose à l’aide de la trousse
«QlAquick Gel Extraction kit» de la compagnie QIAGEN (#Cat. 28704). Cette bande a été
liguée dans le vecteur pGEM®-T et séquencée. En plus des amorces Sp6 et T7 (table II,
p.59) qui reconnaissent le vecteur pGEM®-T, des amorces spécifiques internes ont été
synthétisées pour obtenir la séquence complète du fragment de 3kb : p5’NEX.3, p5’NEX.4,
p5’NEX.5, p5’NEX.B, p5’NEX.C, p5’Nex.D, p5’NEX.E (table III, p.81).
2.9 CLONAGE DE 3,5kb DE SÉQUENCES PROMOTRICES DU
GÈNE PN1 PORCIN DANS LE VECTEUR D’EXPRESSION
pEGFP-1 (construction 3,5kb pPNlp-GFP).
2.9.1 Amplification de 3,5kb de séquence de promoteur en amont de
l’ATG du gène PNJ porcin
Le fragment de 3,5kb a été amplifié par PCR à partir de l’ADN génomique de porc
selon les conditions décrites à la section 2.3.1. Dans ce cas-ci, les amorces de la première
réaction de PCR ont été pNEX.8 et p5’NEX.F (table III, p.77) et les amorces de ta
deuxième PCR ont été XhoI/pNEX.G et SalI/p5’NEX.6 (table III, p.77). Le temps
d’appariement/élongation a été de 4 minutes (lminute/kb).
2.9.2 Isolation du fragment génomique 5’ de 3,5kb du gène PN1 porcin
Une bande de taille prévue de 3,5kb a été détectée pour le deuxième produit de PCR
XhoI/pNEX.G -SalI/p5’NEX.6. Le fragment a été extrait à partir du gel d’agarose à l’aide
de la trousse «QlAquick Gel Extraction kit » de la compagnie QIAGEN (#Cat. 28704).
Cette bande a été liguée dans le vecteur pGEM®-T.
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2.9.3 Préparation et ligation de l’insert génomique 5’ de 3,Skb du gène
PN1 porcin dans le vecteur d’expression pEGFP-1
Voir section 2.3.5. Dans ce cas-ci, l’insert a été coupé avec les enzymes XhoI et
SalI dans le tampon de digestion D IOX (Promega). Par contre, le vecteur pEGFP-l a été
digéré avec les enzymes XhoI et EcoRI, dans le tampon High 1OX (lOmM Tris-HC1
(pH7.5), lOmM MgCI2, 100tg/m1 BSA, lOOmM NaC1). Lors de la ligation, il a fallu ajouter
1d d’adapteur EcoRI/SalI (20tM) qui allait permettre de changer le site SalI de l’insert en
un site EcoRI afin que la ligation dans pEGFP-l puisse être effectuée.
2.10 TRANSFECTIONS DES CELLULES CV-1
Voir section 2.6. Le jour avant les transfections, 90 000 cellules CV-l par puits ont
été distribuées dans les plaques de cultures. Pour observer l’effet de différents facteurs de
transcription sur l’expression du gène PNJ, 5Ong de la construction 3,5kb pPNlp-GFP a été
co-transfecté avec des concentrations croissantes (0, 1, 10, 50 et 100ng/puts) de différents
plasmides contenant la séquence codante d’un facteur sous le contrôle d’un promoteur
CMVp. Les facteurs testés ont été les suivants SOX9 porcin (pSOX9cDNApBKCMV),
Lhx9 murin (Lhx9 ORf pcDNA3) fourni par Robert Viger, Sf1 murin (CMVp
mSF1cDNA) fourni par Keith Parker, WTY porcin (pWT1/pBKCMV), Gata4 murin
(CMVp mGATA4 cDNA) gracieuseté de Robert Viger et SRY porcin (pSRY ORF-CMV).
La quantité totale d’ADN a été gardée constante en utilisant le vecteur pBKCMV sans
insert. Après 16 heures d’incubation, le milieu de culture a été changé pour du milieu frais.
Le deuxième matin suivant la transfection, les cellules ont été trypsinisées et resuspendues
dans 500i1 de PBS sans calcium afin de mesurer la fluorescence de la GfP. La
quantification de la fluorescence émise par la GFP a pu être possible en analysant le % de
cellules fluorescentes et la moyenne de la fluorescence dans une population de 10 000
cellules à l’aide d’un appareil de FACS (Beckman Coulter) équipé d’un filtre GFP. Les
expériences de transfections ont été répétées au moins 3 fois en duplicata.
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2.11 CLONAGE DES SÉQUENCES DE L’ADNc DU GÈNE FGF9
PORCIN.
2.11.1 Stratégie générale
Voir section 2. 1.1. Les amorces ont été synthétisées à partir des séquences humaine
(GenBank #XM_007 105) et murine (GenBank #NM_0 1351$) du gène fgfP/FGF9.
2.11.2 Clonage d’un premier fragment de l’ADNc du gène FGF9 porcin
2.11.2.1 Amplification d’un premier fragment d’ADNc du gène fGF9 porcin
Un premier brin d’ADNc a été synthétisé par RT à partir de 1tg d’ARN poly(A)+
de rein de porc en utilisant 1tl d’amorce hétérologue renversée FGF9.1 (20tM) (table IV,
p86). Le premier brin d’ADNc a ensuite été amplifié par deux séries de réaction de PCR, la
première a utilisé les amorces FGF9.A (20tM) et FGF9.2 (20tM) (table IV, p.86) à une
température d’appariement de 65°C et la deuxième de type intégré, les amorces FGF9.B et
fGF9.3 (2OiiM) (table IV, p.86) à une température d’appariement de 63°C. Les autres
conditions de PCR ont été décrites à la section 2.1.2.3.2.
2.11.2.2 Isolation du premier fragment amplifié du gène FGF9 porcin
Une simple bande de la taille d’environ 600pb a été détectée dans le deuxième
produit de PCR FGF9.B3. Cette bande a été liguée dans le vecteur pGEM®-T et séquencée.
$6
Table IV. Séquence des amorces utilisées pour le clonage et le séquençage du gène fGf9
porcin. Le préfixe p indique que l’amorce a été créée à partir de la séquence porcine, une
lettre après le point indique qu’il s’agit d’une amorce sens, alors qu’un chiffre après le point
indique une amorce antisens. Dans certains cas, des sites de restrictions enzymatiques ont
été rajoutés à la séquence des amorces.
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FGF9.A
5’ - CATTTAATGGATTGAAGAAAAGAACC
FGF9.B
5’- GGGAGTTGGATATACCTCGCCTA
FGF9.1
5’ - TTTTAAGGGCTCAAGTGAAGA
FGF9.2
5’ - TCAACTTTGGCTTAGAATATCCTTATA
FGF9.3
5’ - GGGTCCACTGGTCTAGGTAAAA
pFGF9.C
5’ - GGCGTTAAACAAGGACGGGAC
pFGF9.D
5’ - CGAGGACTAAACGGCACCAGAA
liFGF9.G
5’ - GAAACAGCAGATTACTTTTATTT
pFGF9.8
5’ - GGTTCCCTGGATAGTACCA
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2.11.3 Clonage de l’extrémité 3’ non- transcrite de l’ADNc du gène fGF9
porcin
2.11.3.1 Amplification de l’extrémité 3’ du gène fGf9 porcin
Une RT à l’aide de l’amorce renversée ADT7TY7 (table II, p.59) a été fait à partir
de lpg d’ARN poly(A)+ de porc. L’amorce sens spécifique pFGF9.C (table IV, p.86) et
l’amorce antisens ADB,H,E (table II, p.59) ont été utilisées pour la première amplification
du fragment 3’ et les amorces pfGF9.D (table IV, p.86) et ADET7 (table II, p.59) pour la
deuxième amplification de type intégré. Dans les deux cas, la température d’appariement
des amorces a été de 62°C et le temps d’élongation a été de 90 secondes.
2.11.3.2 Isolation des fragments d’ADNc du bout 3’ du gène fGF9 porcin
Une seule bande de la taille d’environ 250pb a été observée pour le deuxième
produit de PCR pFGF9.D-ADET7. Cette bande a été extraite du gel grâce à la trousse
« QlAquick Gel Extraction kit » commercialisée par QIAGEN. Cette bande a été liguée
dans le vecteur pGEM®-T et séquencée.
2.11.4 Clonage d’un bout 5’ contenant l’ATG de l’ADNc du gène FGF9
porcin
2.11.4.1 Amplification d’un bout 5’ du gène fGf9 porcin
À partir de 1 tl d’ADN génomique de porc, une seule réaction de PCR a été réalisée
à l’aide d’une amorce hétérologue hFGF9.G (table IV, p.86) déduite de la séquence FGF9
humaine (GenBank #XM_007 105) et d’une amorce spécifique antisens pFGF9.8 (table IV,
p.86) complémentaires â la région 5’ du premier fragment d’ADNc cloné. L’enzyme Taq
polymérase du mélange Expand High fidelity® (Roche Molecular Biochemicals) a
effectué la réaction dans les conditions décrites à la section 2.1.2.3.2. La température
d’appariement des amorces a été de 52°C.
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2.11.4.2 Isolation des fragments d’ADNc du bout 5’ du gène fGf9 porcin
Une bande d’environ 400pb a été détectée dans le produit de PCR FGF9.G$. Cette
bande a été liguée dans le vecteur pGEM®-T et séquencée.
CHAPITRE 3
RÉSULTATS
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3 RÉSULTATS
3.1 GÈNE VNNJ PORCIN
3.1.1 Amplification de la séquence de l’ADNc du gène VNN1 porcin
La démarche utilisée pour le clonage de la séquence de l’ADNc du gène VNNJ
porcin est illustrée à la figure 2. L’amplification complète de l’ADNc du gène VNN1 porcin
a pu être réalisée à l’aide d’amorces déduites des séquences humaine et murine du gène
VNN] disponibles dans les banques de données (GenBank #NM_004666 et #NM_01 1704)
et d’amorces spécifiques porcines (table I, p.52). À partir de l’ARN total de rein de porc
mâle, une première RT à l’aide de l’amorce hétérologue renversée VAN.1 a été exécutée.
Les amorces hétérologues VAN.A et VAN.l ont été utilisées pour une première
amplification par PCR et les amorces hétérologues VAN.B et VAN.2 ont été utilisées pour
une deuxième amplification par PCR de type emboîtée. Cette deuxième réaction de PCR a
produit un fragment interne de 807 ph. Pour obtenir la séquence de l’extrémité 3’ de
l’ADNc du gène VNNJ porcin, l’amorce ADT7T17 qui reconnaît la queue poly(A)+ de
1’ARNm a été utilisée pour faire la RT. Les amorces VAN.A et AD.B,H,E ont été utilisées
dans te cadre d’un premier PCR et elles ont permis d’obtenir un fragment de 1428 ph. À
partir de la séquence du fragment interne d’ADNc, des amorces spécifiques ont été
synthétisées afin de pouvoir amplifier l’extrémité 5’ de l’ADNc du gène VNN]. À l’aide de
la trousse « 5’RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends » commercialisée par
Gibco BRL, un fragment de 307pb a pu être amplifié suite à une deuxième réaction de PCR
en présence de l’amorce spécifique porcine pVAN.4 et de l’amorce commerciale AUAP
fournie par la trousse du 5’ RACE. Le séquençage de ces trois fragments a permis d’obtenir
la séquence complète de l’ADNc du gène VNN1 porcin.
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Figure 2. Résumé de la démarche utilisée pour le clonage complet de l’ADNc du gène
VNNJ porcin.
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3.1.2 Séquence de 1’ADNc du gène VNN1 porcin
La séquence complète de l’ADNc du gène VNNJ porcin ainsi que la localisation et
la direction des différentes amorces utilisées pour l’amplification et le séquençage sont
représentées à la figure 3. Cette séquence de 1668pb a aussi été soumise à la banque de
données internet GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) sous le numéro d’accès Af35091 1. Le
codon du début de la transcription est situé à la position nucléotidique 21 et le codon de la
fin de la transcription est situé à la position nucléotidique 1562. À partir de cette séquence,
il a été possible de déduire la séquence en acides aminés de la protéine VANIN-1 porcine
codée par le gène VNN] porcin. Cette séquence est représentée à la figure 4.
3.1.3 Recherche de séquences similaires à la séquence codante porcine du
gène VNNJ chez les autres espèces
La séquence codante du gène VNN] porcin a été soumise à une comparaison avec
l’ensemble des séquences disponibles dans la banque de données GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). La figure 5 fait état des séquences des gènes qui ont un fort
pourcentage de similarité avec la séquence codante porcine. Outre les séquences humaine et
murine du gène VNNJ, on retrouve les séquences humaine et canine du gène T1Ff66 dans
la liste des gènes qui possèdent une bonne similarité avec la séquence porcine. La table V
indique les pourcentages de similarité qui existe entre les séquences codantes de certains
gènes répertoriés dans cette liste. La séquence porcine du gène VNN] possède 84%
d’homologie avec la séquence humaine, 76,6% avec la séquence murine et 84,1% avec la
séquence canine du gène T1fF66. Par rapport à la séquence codante humaine du gène
VNN], la séquence porcine est plus similaire (84%) que la séquence murine (78,5%), mais
un peu moins que la séquence du gène T1ff66 canin (84,8%).
3.1.4 Comparaison entre les séquences en acides aminés de la protéine
VANIN-1 chez ]e porc, l’humain, la souris et le chien.
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Figure 3. Séquence complète de la séquence codante du gène VNN] porcin. Les amorces
utilisées pour le clonage et le séquençage du gène sont soulignées. Une flèche orientée *
indique que c’est une amorce sens, alors qu’une flèche orientée 1— indique que c’est une
amorce antisens. Les deux premiers encadrés identifient le début et l’arrêt de la
transcription de ce gène. Le dernier encadré met en évidence la queue poly(A+) du
transcrit.
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DÉBUT AgcJJKNAN.F-*10 20 30 40 53 50
5’- AGCAGCTGTT GGACTTCAGC ATO TCACAT CTCCOTTOCT OGCTTATOTG OCOATTCTGT
3’- TCOTCGACAA CCTGAAGTCG TAC ACTOTA GAGGCAACGA CCGAATACAC COCTAAOACA
73 g 4PVANj0 ¶05’VAN3 110 12g
TTTTCTGTGT CTTAAAAGCC AGCTCCCTGO ATACCTTTAT CGCCGCTGTT TATGAACATG
AAAAOACACA OAATTTTCOO TCOA000ACC TATOOAAATA OCOOCOACAA ATACTTOTAC
4- pVAN.9
130 140 150 160 170 180
CAOCGATATT OCCTOATGCC CCCCTCACAC CAGTATCCCA TOAAOAOGCT TTGATGTTAA
OTCGCTATAA COGACTACOS 0000AOTOTO GTCATA000T ACTTCTCCOA AACTACAATT
190 200 210 220 230 240
TOAACCGCAA TCTGGATCTT TTGOA000CG CAOTCACGTC AOCAOCAAAG CA000TOCAC
ACTTGGCOTT AOACCTAGAA AACCTCCCOC OTCAGTGCAC TCGTCCTTTC CTCCCACGTG
VAN.A
--) 4 pVAN.8
250 260 270 290 299 300
ATATTATTÛT GACTCCAGAA GATGGTGTTT ACGOCTTTTT CTTCAGCAOG GAATCTATTT
TATAATFIACA CTIJAGGTCTT CTACCACAAA TOCCOAAAAA OAAOTCOTCC CTTAOATAAA
4—- pVAN.5
310 320 330 340 350 360
ACTCATACTT AGAOGACATC CCAOACCCTC ACGTOAACTO OATCCCTTGT ACCAATCCCA
TOAGTATOAA TCTCCTOTAG OGTCT000AO TGCACTTGAC CTA000AACA TOOTTA000T
4- pVAN.4
370 380 390 400 410 420
OCAGATTTOG CCACACTCCA GTACAAAAAA OACTCAOCTG CCTOGCCAOO GACAACTCCA
CGTCTAAACC OOTGTGAOGT CATCTTTTTT CTCAGTCGAC GGACCGGTCC CTGTTGAGOT
4- pVAN.3
430 440 450 460 470 490
TCTACATTGT GGCAAATATT G000ACAAGA AOCCATGCAA TGCCAGTGAC CCCGATTOTC
AGATOTAACA CCOTTTATAA CCCCTOTTCT TC6OTACGTT ACGGTCACTO 000CTAACAG
VAN.B »
490 500 510 520 530 540
CCCATGACG’J CCGTTACCAG TACAACACTO ATGTOOTGTT TOATTCTOAO GOCAGACTOS
000TACTGCC GOCAATOOTC ATOTTOTOAC TACACCACAA ACTAAGACTC CCOTCTOACC
550 550 570 580 590 500
T600ACOCTA TCATAAOCAA AATCTTTTCT T000TOAAOA TCAATTCGAT OCACCCAAOG
ACCOTOCOAT AGTATTCGTT TTAGAAAAGA ACCCACTTCT AGTTAACCTA CGT600TTCC
510 620 530 540 550 650
AACCCGAGAT CGTOACTTTC GACACCACCT TTGGAAGATT TOGCATTTTC ACGTGCTTTG
TT000CTCTA GCACTGAAAG CTOTOOTGGA AACCTTCTAA ACCGTAAAAG TÛCACOAAAC
670 680 690 700 710 720
OTATTCTCTT CCATOATCCC OCTOTOACTC TGGTOAAAOA TTTCCAGOTG GACACCATAC
CATAAGAGAA GOTACTA000 CGACACTGAG ACCACTTTCT AAAGGTCCAC CTGTGGTATG
730 740 750 750 770 780
TCTTCCC’JAC AGCTTGGATG AAtGTTTTGC CACATTTGAC AGCTATTGAA TTCCACTCAG
AGAAGGGCTG TCGAACCTAC TTACAAAACG GTGTAAACTG TCOATAACTT AAOGTGAOTC
790 900 910 920 930 940
CTTGGGCTAT GGGCATGAGA GTCAACTTCC TTGCAGCCAA TATACATTTC CCCTTAAGAA
GAACCCGATA CCCOTACTCT CAGTTGAAGG AACGTCGGTT ATATGTAAAG 600AATTCTT
850 860 870 880 890 900
AAATGACAGG AAGTGGCATC TATGCACCTG ATTCTCCAAG AGCATTTCAT TATGATATGA
TTTACTGTCC TTCACCGTAG ATACGTGGAC TAAGAGGTTC TCGTAAAGTA ATACTATACT
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910 920 930 940 950 950
RORCARAGGA GGGARAACTC CTCCTCTCAC RATTGGRCTC CCRCCCRCRC CGCCCAGCRG
TCTOTTTCCT CCCTTTTGAO GAGOAGAOTO TTAACCTGAG GGT000TGTG GC600TCGTC
970 990 990 1000 1010 1020
TGAATTGGRC TTCTTATGCC AGTGGTTTRC CRACCCCCTT RGT000ARAC CRGGAATTTA
ACTTAACCTG AAGAATACGG TCACCAAATG GTT6066GAA TCACCCTTTG GTCCTTAAAT
1030 1040 1050 1050 1070 1000
AAFIGCACTGT CTTTTTTGAC GAGTTCACCT TCTTGGAOCT CARAGGAGTT GCAGGAAATT
TTTCGTGACA GAAAAAACTG CTCAAGTGGA AGAACCTCGA GTTTCCTCAA CGTCCTTTAA
1090 1100 1110 1120 1130 1140
ACACAGTTTG TCAGAAAGAT CTCTGCTGTC AGCTAAGTTA CAGGATGCTT GAGAAGAGAG
TGTGTCAAAC AGTCTTTCTA GAOACGACAG TCGATTCAAT GTCCTACGAA CTCTTCTCTC
1150 1150 1170 1190 1190 1200
AAGACGARGT TTATGCACTR 6606CATTCG ATGGACTACA TRCTGTGGAR GGGRGCTATT
TTCTGCTTCA AATACGTGAT CCCCGTAAGC TACCTGATGT ATGACACCTT CCCTCGATAA
1210 1220 1230 1240 1250 1250
ATTTACAGAT TTGTACTTTG TTGAAGTGTA AAACAAT’3GA CTTACACTCC TGTGGTGACT
TAAATGTCTA AACATGAAAC AACTTCACAT TTTGTTACCT GAATGTOAOG ACACCACTGA
1270 1280 1290 1300 1310 1320
CGGTGGAAAC TGCTTCCACC AGOTTTGAAA TGTTCTCCCT CAGTGGCACT TTTGGAACCC
GCCACCTTTG ACGAAGGTGG TCCAAACTTT ACAAGA000A GTCACCGTOA AAACCTT000
t VAN.2
1330 1340 1350 1350 1370 1390
RGTRTGTGTT CCCTGAGGTG TTGCTGRGTG ACATACAGCT TGCACCTGGR GARTTTCAGG
TCATACACAA 000ACTCCAC AACGACTCAC TGTATOTCGA ACGTGGACCT CTTAAAGTCC
1390 1400 1410 1420 1430 1440
TGÎCAAGTGA TGGACOCTTG TTCAGCCTGA AGCCACCGTC TGGACCTGTC TTGACTGTCR
ACAGTTCACT ACCT’JCGAAC AA’JTCGGACT TCGOTOGCAG ACCTGGACAG AACTGACAGT
1450 1450 1470 1490 1490 1500
CTCTGTTTGG GAGGTTATAT GA’JAOGGATA GTGCATCAGG TGCTTCAGCA GACCTCGTGG
GAOACAAACC CTCCAATATA CTCTCCCTAT CACGTAGTCC ACGAAGTCGT CTGGAGCACC
t VAN.1
1510 1520 1530 1540 1550 1550
CACAAGGACT GAGAGTCATG CTCGGAGTTA TARTRACTAT TATGTACTCR TTAAGTTGGW
GTGTTCCTGA CTCTCAGTAC GAGCCTCAAT ATTATTGATA ATACATGAGT AATTCAACcJ
ARRÊT 1570 1580 1590 1500 1510 1520
AC49ATATTTA TACTTTTGTC TCTTTCIRCTT TGGATCCTTT AAAAAATGAT Q’3ATATGAAA
yjjTTATAAAT ATGAAAACAO AGAAAGTGAA ACCTAGGAAA TTTTTTACTA CCTATACTTT
1530 1540 1550 1550 1570 1580
AGAAGAA000 GTCT003ATC TTGATCAMAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA - 3?
TCTTCTTCCC CAGACCCTAO AACTAGTFfTT TTTTTTTTTT TTTTTTTT s’
queue poly(A)+
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Figure 4. Séquence en acides aminés de la protéine VANIN-1 porcine déduite de la
séquence codante du gène VNNJ porcin.
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10 30 40 50 50
NI TSPLLAYV A I LFFCVLKA SSLDTF I AAV YEHAA I LPDA PLTPVSHEEA UILNNRNLDL
70 80 00 100 110 120
LE’JAVTSAAK. Q’3AH I I VTPE D’JVYOFFFSA ES I YSYLED I PDPHVNW I PC TNPSRFGHTP
130 140 150 160 170 18g
VQKRLSCLAA DNS I Y I VAN I 3DKKPC:NASD F’DCPHDORYQ YNTDVVFDSE OALVARYHKQ
100 200 210 22g 230 240
NLFLciEDQFD APKEPE I VTF DTTFGRF’J I F TCFO I LFHDP AVTLVKDFQV DT I LFPTAL•JM
250 250 270 28g 200 300
NVLPHLTA I E FHsAwANcMR VNFLAAN I HF PLRKNTGSG I YAPDSPRAFH YDNKTKEGKL
310 :320 330 340 350 :350
LLSQLDSHPH RPAVNWTSYA S’3LPTPLVO[1 QEFKSTVFFD EFTFLELKGV AGNYTVCQKD
370 380 300 400 410 420
LCCC!LSYR[1L EKAEDEVYAL ‘JAFDOLHTVE GSYYL’:! I CTL LKCKTNDLHS CODSVETAST
430 440 450 450 470 480
RFENFSLSGT FGTQYVFPEV LLSD I ‘:!LAPG EFQVSSOORL FSLKPPSOPV LTVTLFORLY
400 500 510 520 5:30 540
EROSASOASA DLVAQ’JLRVN L’V I I T I [lYS LSL1*I
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Figure 5. Liste des gènes qui possèdent une plus forte homologie avec la séquence codante
du gène VNNJ porcin (Sus scrofa vanin-1 mRNA...) suite à une recherche effectuée dans
le moteur de recherche BLAST offert par le site internet NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Sequences producing significant alignments: (bits) Value
giIl3655617gbAF3509H.2Af35091l Sus scrofa vanïn-1 mRNA,... 3057 0.0
giI6649539gbIU39663.i CFU39663 Canis familiaris TIFF66 rnRN... 0.0
gi147593 li reflNM_004666. I Homo sapiens vanin 1 (VNN1), mRNA 0.0
gi41 28046IembAJ 132099. UHSA 132099 Homo sapiens mRNA for V... 813 0.0
gi1664954 I gb U39664. 1 1HSU39664 Homo sapiens Tiff66 rnRNA, c... 813 0.0
gil 1679841 7jgbAF430245. I IAf430245 Sus scrofa vanin-1 gene,... 424 e-115
gi4572584emhAL03282l.2HS55C23 Human DNA sequence from c... j 2e-87
gi 175 I2498gbjBC0l9203.1 I Mus musculus, vanin 1, clone MGC... 299 7e-78
gi167559781reflNM_01 1704.1 Mus musculus vanin 1 (Vnnl), mRNA 299 7e-78
giJ4138228embIAJ13209$.1IMMU132098 Mus musculus rnRNA for V... 7e-78
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Table V. Pourcentages de similarité existant entre les séquences codantes du gène VNNJ
chez différentes espèces de mammifères. Les séquences homologues ont été comparées à
partir du codon du début de la transcription (ATG) jusqu’au codon de terminaison.
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ESPÈCES Sus scrofa Homo sapiens Mus musculus Canis familiaris
VNN] VNNJ Vnn I T1Ff66
(Numéro d’accès dans
GenBank) (AF350911) (NM004666) (NM011704) (U39663)
Sus scrofa
VNNJ 100%
(AF35091 1)
Homo sapiens
VNNI 84% 100%
(NM 004666)
Mus musculus
VÀWJ 76.6% 78.5% 100%
(NM 011704)
C anis familiaris
T1fF66 84.1% 84.8% 76.4% 100%
(U39663)
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La table VI démontre le pourcentage de similarité qui existe entre les séquences en
acides aminés des protéines codées par les gènes qui possèdent une bonne homologie avec
le gène VNN1 porcin chez différentes espèces. Les séquences en acides aminées sont
déduites des séquences codantes disponibles dans la banque de données GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). La séquence en acides aminés de la protéine VANIN-1 semble bien
conservée entre les espèces. La séquence porcine est semblable à la séquence humaine à
79,3% et à la séquence murine à 76,2%. La protéine VANIN-l porcine possède 78,6%
d’homologie avec la protéine TIFF66 chez le chien domestique. Encore cette fois, par
rapport à la séquence en acides aminés humaine, la séquence porcine est plus similaire
(79,3%) que la séquence murine (77,3%) et un peu moins que la séquence canine de la
protéine T1fF66 (79,7%).
3.1.5 Stratégies de clonage des séquences génomiques 5’ du gène VNNJ
porcin
Une double stratégie a été utilisée pour obtenir 5kb de séquence de la région
promotrice du gène VNNJ porcin. La figure 6 illustre la première stratégie qui a permis le
clonage d’un premier fragment génomique de I ,9kb en amont du codon d’initiation de la
transcription du gène VNN1 porcin. Suite à une analyse Southern blot sur l’ADN
génomique de porc, une sonde complémentaire à une portion de l’exonl du gène VNNÏ a
reconnu un fragment digéré par l’enzyme PstI d’environ 3kb. À partir de cette indication,
une mini-génothèque de fragments génomiques de tailles sélectionnées (2-4kb) digérés par
PstI a été construite. Un criblage de cette mini-génothèque par PCR a produit un fragment
de l,9kb avec les amorces [3GAL.2 (table II, p.59) et pVAN.l0 (table I, p.52). La figure 7
illustre la deuxième stratégie qui a permis le clonage d’un deuxième fragment de 3,3kb en
amont du premier fragment de l,9kb. Quatre mini-librairies d’ADN génomique porcin non
clonées ont été produites à l’aide de la technologie «Universal Genome Walker »
(Clontech). Le criblage par PCR de ces 4 mini-librairies a permis d’amplifier un fragment
de 3,3kb avec les amorces AP2 (Clontech) et p5’VAN.4 (table I, p.52). La somme des deux
séquences des deux fragments clonés donne une séquence totale de 5kb pour la région
promotrice du gène VNNJ porcin.
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Table VI. Pourcentages de similarité existant entre les séquences en acides aminés de la
protéine VANIN- 1 qui découlent de la séquence codante du gène VNNJ chez différentes
espèces de mammifère.
j
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ESPÈCES Sus scrofa Homo sapiens Mus musculus Canis familiaris
VANN-1 VANÏN-1 Vanin-1 T1FF66
(Numéro d’accès dans
GenBank) (AF350911) (NM004666) (NM011704) (U39663)
Sus scrofa
VAMN-1 100%
(AF35091_1)
Homo sapiens
VANTN-1 79.3% 100%
(NM_004666)
Mus musdulus
Vanin-1 762% 77.3% 100%
(NM_011704)
C anis familiaris
T1FF66 78.6% 79.7% 74.3% 100%
(U39663)
107
Figure 6. Illustration de la première stratégie utilisée pour le clonage du premier fragment
d’ADN génomique (l,9kb) de séquences 5’ flanquantes du gène VNNJ porcin.
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Figure 7. Illustration de la stratégie qui a permis le clonage d’un deuxième fragment
d’ADN génomique (3,3kb) de séquences 5’flanquantes en amont du premier fragment
génomique de 1,9kb du gène VNNJ porcin.
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3.1.6 Séquence de 5.l5kb de la région promotrice du gène VNN1 porcin
La séquence de 5.l5kb de la région promotrice du gène VNNÏ porcin ainsi que la
localisation et la direction des différentes amorces utilisées pour l’amplification et le
séquençage sont représentées à la figure 8. La séquence promotrice est directement en
amont du codon d’initiation de la transcription (ATG) situé à la position nucléotidique
5119.
3.1.7 Comparaison des séquences promotrices du gène VNN1 chez le
porc, l’humain et la souris
Les séquences promotrices du gène VNN1 porcin et murin ont été comparées par
rapport à la séquence promotrice du gène VNN] humain. La figure 9 fait état de cette
comparaison. Les séquences promotrices humaine et murine sont disponibles dans la
banque de données internet (//genome.ucsc.edu) grâce aux grands projets de séquençage du
génome. Les trois séquences promotrices ont été comparées sur une distance de -5kb à
partir du codon d’initiation de la transcription. Six blocs d’homologie d’au moins 60% de
similarité et de tailles allant de lO2pb à 435pb ont été déterminés entre la séquence porcine
et la séquence humaine. Les blocs ne sont pas aux mêmes positions, mais ils conservent le
même ordre. Par contre, seulement deux petits blocs d’homologie (l83pb et 66pb) d’au
moins 60% ont pu être trouvés entre la séquence murine et la séquence humaine.
3.1.8 Recherche de sites potentiels de facteurs de transcription
À l’aide de données retrouvées dans la littérature, les séquences de sites consensus
des facteurs SRY, SOX9, LHX9, WT1, SF1 et GATA ont été recherchées sur les
promoteurs VNNJ porcin, humain et murin. La figure 10 fait état des sites potentiels de
liaison répertoriés sur les promoteurs fNN1 porcin, humain, et murin.
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Figure 8. Séquence de 5,l5kb de la région promotrice du gène VNN1 porcin directement en
amont du codon du début de la transcription (ATG). Les séquences des amorces utilisées
pour l’amplification et le séquençage de ce fragment sont soulignées. Une flèche orientée
indique que —* c’est une amorce sens, alors qu’une flèche orientée
—
indique que
c’est une amorce antisens. L’ATG se retrouve à la position nucléotidique 5ll8pb.
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p5VAN.F
-t KpnL/p5’VAN.G -±
10 20 30 40 50 50
CCTG’JCCACA AT’JCTTOCCT TT’3CAOAO’3A ATTTOTCTCA GTAOTTAATO ACTTTAAAC’J
OOACCG’JTOT TAC’JAACGGA AACOTCTCCT TAAACAOAGT CATCAATTAC TGAAATTTGC
70 30 00 100 110 120
CTGCAAAAGR ATTRAORARO AAATAGCTAT TACCA000CA ciGAAOATAAA AACCTTATCA
GACOTTTTCT TAATTCTTTC TTTATCOATA ATG’3TC000T CCTTCTATTT TT’3GAATA’3T
130 140 150 150 170 180
GAGACAATAT ATCAOTT’JTO AAOAATCCTÛ OTTCTOTTTT AAAGAAAAOT TAOCCTTAGG
CTCTOTTATA TA’JTCAACAC TTCTTAOOAC CAAOACAAAA TTTCTTTTCA ATCGOAATCC
100 200 210 220 230 240
CACATTCTTA AATTGTTTTA CAOCTCACCA OCCCATCAA’J TACTCAACCA CCA’JGCCAAG
OTOTAAOAAT TTAACAAAAT OTCOAOTGOT C000TAOTTC ATGAGTTGGT OGTCCG’JTTC
250 250 270 280 200 300
TGOAACCTAA GAAAGOATOA TOCCAGCCTT OOCTOACCCT TOTAACTCTA ATCAGCTOGA
ACCTTOGATT CTTTCCTACT AC’JGTC’JOAA CCOACTO’JOA ACATTOASAT TA’3TCOACCT
pS’VAN.C —t
:310 2.20 330 340 350 350
CCTTTOCCCC AOTTCTATOC TOAATTCTTC TTTOCTCAAÛ CCCTTTCTGA OTATOAATGT
GOAAACG’3’36 TCAAOATACO ACTTAAGAAC AAACOAOTTC 0’3OAAA’JACT CATACTTACA
370 :380 300 400 410 420
ACCCTTACTT AAAACTTCCC CAOTTTTGCT GOTTOAOAOA OCATTGTTTT ‘JOOAACTATC
T030AATOAA TTTTOAAGO’3 OTCAAAACOA CCAACTCTCT COTAACAAAA CCCTTOATAG
4:30 440 450 450 470 480
CCTGATACTC TTCTTACTGT TAAOTAAAAC AAATCCTTCC TACTCCTOCT CTTTOGCTTI3
OOACTATGAO AAOAATOACA ATTCATTTTO TTTA’3’3AAGG ATI3AÛGACOA GAAACCOAAC
400 500 510 520 5:30 540
ACTOTOTCTT TTGOCTCAAA ACCCAATOAO AOOTOAACCC AÛTTTTOO’30 TOACATTAGO
TGACACAOAA AACCGA’3TTT TG’JOTTACTC TCCACTT’JG’J TCAAAACCCC ACTGTAATCC
550 550 570 580 500 500
OATCAOOT’30 ATCAACTCA’J I3CATCOTAGG AAAAOCTACT GGTGTTCCAC CAOTTCCAGC
rTAGTCrAI c THoTT’:A’3Tc COTAOCATOC TTTTc’;ATOA ‘:CACAH’xTo GTLAAG»TC3
biO b2u 530 b4U ô50 550
TTAA’3CTCAT 6’3ATO’3CATT CTCTAGCAAG AATTOCAATT GTCCACCTAA A’JATGTTCTC
AATTC’JAGTA CCTACCOTAA OAOATCGTTC TTAACIJTTAA CAOGTO’JATT TCTACAAGAO
570 580 500 700 710 720
TCA’JCTTCTG T000CCAAGT AGiJCCAOAAA TOCCAGATTA OOAOTTCCTO TGGTAOCTCR
AOTCOAAOAC ACCCGOTTCA TCCOGTCTTT ACOOTCTAAT CCTCAAOOAC ACCATCGAOT
p5VAN.D -t
730 740 750 750 770 780
OCAGATTAAG AACCCTACTC A’3TGTCTGTO A’3OAT’3CAO’3 TTTOTTCCTO AAOATTAGOT
COTCTAATTC TT000AT’3A’3 TCACAOACAC TCCTAC’3TCC AAACAAO’3AC TTCTAATCCA
700 800 810 820 830 840
TCTTOTCTAG TTOCAOAA’30 AATTCAOAAA T’3AOATGGAA ATTOA’3AAAO AAAAOTOAGO
AGAACAOATC AACOTCTTCC TTAA’JTCTTT ACTCTACCTT TAACTCTTTC TTTTCACTCC
850 850 870 880 800 000
OTTTATTTAA OTOAOAAOTA CACCTCTTAA GGAGA’3’3TGG GCAOAGA’JOT GAOCAOCTOC
CAAATAAATT CACTCTTCAT OT’JOAOAATT CCTCTCCACC COTCTCTCCA CTCGTCGACG
114
910 920 930 940 950 960
CCTGTOTTTT TT1300TOCAC TAOTTAORAS IXiI3TOTCCAA TTGTATA’JAT 600ATAGTCA
GGACACAAAA AACCCACOTO ATCAATCTTC CCCACAOGTT AACATATCTA CCCTATCAGT
970 980 990 1000 1010 1020
OTOAGARAOT ‘36’JOTTTAOG GOTOATATTO CTTAATTTTC ATCCCAGCTC CACCTTCCCG
GACTCTTTCA CCCCAAATCC CCAGTATAAO :iAATTAAAAG TA000TCGA’J ‘JTOOAAOOOC
1030 1040 1050 1060 1070 1080
AAG’JOAOGAO ‘JGATTTTT’JT CCTTA’JTTOO TTAATT’JOAA GTGTCATI300 ATCCACATAT
TTCCCTCCTC CCTAAAAACA OOAATCAACC AATTAACCTT CACAOTACCO TAOOT’JTATA
1090 1100 1110 1120 1130 1140
AAT’JOGTACT TCTTATCTGC ATAOCTAATT OTATTAIJART TTTATTATAA ‘3’3A000CATA
TTACCCAT’3A AOAATA’JACO TATCGATTAA CATAATCTTA AAATAATATT CCTCCCGTAT
p5VAN.E —
1150 1160 1170 1180 1190 1200
ATOAGCAACA 00’JTTCCATT CAGACACTOS AOATTCOTOC CCTCTTCTAC CTTTCTTT’JT
TACTCGTTOT CCCAAG’JTAA OTCTGTOACC TCTAAGCACG GGAOAAOAT’3 OAAAOAAACA
1210 1220 1230 1240 1250 1260
CTOCAOCCTO OOCACTTATC ACCCCAAAAA TOTOTGOTTT CCTATCAOTC T’JOTGTTTCC
OACI3TCOOAC CCGTOAATAO T’JOOGTTTTT ACACACCAAA OOATAÛTCA’J ACCACAAAGG
1270 1280 1290 1300 1310 1320
A’JCTTTTCTT TOTCCACCCA TGAACACATT TOTOTOATOC OCGOTTTCTT GCTATCTGGC
TCGAAAAOAA ACAGOT000T ACTTGTOTAA ACACACTACO CGCCAAAGAA COATAIJACCO
1330 1340 1:350 1360 1370 1380
CCCAG’JATCC CCTTCTCTGC T13ATOCCTAT CTGCCCACTC TAACAGATTT OATCCHTOGC
000TCCTA’JG ‘JGAAGAOACO ACTACOGATA ‘JACO’JOTOAG ATT’JTCTAAA CTA’JGFIACCO
12&10 1400 1410 1420 1430 1440
CTCACTCAAT 0G’JTTAAO’3A TCTGOTOTTO ATACAAOCT’3 T’JGCOTAOOT COCAGCT’JCA
OAOTOAGTTA CCCAATTCCT AOACCACAAC TATOTTCOAC ACC’3CATCCA GCGTCOACGT
1450 1460 1470 1480 1490 1500
GCCCTAAAAA GAAAAAAAAA AAOAAAOAAA AGAAATOCCA OGTTGATTTA GTAOTAAATC
C000ATTTTT CTTTTTTTTT TTCTTTCTTT TCTTTACO’JT CCAACTAAAT CATCATTTA1J
1510 1520 1530 1540 1550 1560
T00’JAGOAOO AAAA’JOOTTA TATAOCCTA’J TOATAAATCT CCACCTTOTA AT060CTTOT
ACCCTCCTCC TTTTCCCAAT ATATCGGATC ACTATTTAOA OOTOOAACAT TACCCOAACA
1570 15:30 1590 1600 1610 1620
JCCCCTOI300 TGTOACCTCG CTCTTTTCTT TCCCCOTAI3C T000ACT’JOC AGOTTACAGO
C6000ACCC’J ACACTO’3AOC ÛAOAAAA’3AA A0’JOGCATCG ACCCTGACCO TCCAATGTCC
4— pS’VAN.8
1 630 1 640 1 650 1 660 1 670 1 680
0’JGTTAAAAG OTTAAAOATO OOATTTTTTT TTTTTTTTCC TOTCTCCTAG ‘JAAOGTTAGO
CCCAATTTTC CAATTTCTAC CCTAAAAAAA AAAAAAAAGG ACAOA’JOATC CTTCCAATCC
1690 1700 1710 1720 1730 1740
CTCTA’JTAAA TTGTTTCCAC CGAAGOCAOO CTTT’J’JTTAA CAOAAAA’JAA TTCAGGAATT
GAGATCATTT AACAAAOOTO GCTTCCGTCC OAAACCAATT CTCTTTTCTT AAOTCCTTAA
1750 1760 1770 1780 1790 1800
CCCATTGTOO CTCAGTOOTA ATAAACCCAA ‘JTAOTATCCO T’JAOOAT’JT’J OOTTCOATCC
6’JOTAACACC OAOTCACCAT TATTT000TT CATCATAGGC ACTCCTACAC CCAA13CTAGO
115
1810 1820 1830 1840 1850 1860
CTGOCCCCTC TCA’3T060TT AAOCATCTGG CTTTOCCCTCi AGCTGTÛI3T’J TAOACT1JCAO
‘JACCGO’JOAO AGTCACCCAA TTCOTAGACC GARAC000AC TCGACACCAC ATCT’JAC’JTC
1870 1880 1800 1900 1910 1920
ATOCAOCTTO OATTT’3IJCAT TGCTOTGOCT GT’JGTOTA’JA CTOCAOCGAT TOGACCACTA
TACOTCOAAC CTAAACCGTA ACGACACCGA CACCACATCT OACGTCOCTA ACCT’JOTOAT
1 030 1 040 1 950 1 960 1 970 1 980
ACCT’J’JOAAC TTCCCCATOC COTOO’3TOTO OCCCTAAAAA AAAAGA’JAOA GAGASAGAGA
T’JGACCCTTG AAGG’J’JTACO GCACCCACAC CG’JGATTTTT TTTTCTCTCT CTCTCTCTCT
1990 2000 2010 2020 2030 2040
AAAOAATOCC CTGAACTTAT TTCAAAOTA’J ATGCATTTTT CCTCTTCTGT ACAAAGCAAA
TTTCTTACGO OACTTOAATA AAOTTTCATC TACOTAAAAA OOAOAAOACA TOTTTCOTTT
2050 2060 2070 2080 2090 2100
A0’JTGTTTTA TTCCTTTATT GGTTTTTCA’J AGATCTTOOC T060CTCCTO AAATACCGCA
TCCACAAAAT AAOGAAATAA CCAAAAAGTC TCTA’JAACCG A’DCCOAOOAC TTTAT’J’JCGT
4— p5VAN.7
2110 2120 2130 2140 2150 2160
000CCCACCC CC’3GC000AC CCTOCAATAT TOTTTTTATC TCTCAAGCCT OT::CAOTTTT
000000T000 GOCCOCCOTO GGACGTTATA ACAAAAATAG AGAGTTCGOA CA’JGTCAAAA
2170 21:30 2190 2200 2210 2220
TACCTCTCAA GCCTTCCACA CTGAACCTCC AGCAATTTGT CCAAGACAAA TTG’JAGTGAT
ATGGAGAGTT C6’JAAGGTGT GACTTGGAGG TC’JTTAAACA GGTTCTGTTT AACCTCACTA
2230 2240 2250 2260 2270 2280
CGTATCAGGA GACTTGCTCC AACAGGA’JAC TTCTACTGCA GGTAAGCCTG TCTCTCTAAC
GCATAGTCCT CTGAAC’JAGG TTGTCCTCTG AAGAT’JAC’JT CCATTCGGAC AGAGAGATTO
2290 2:300 2:31 0 2320 2330 2340
TGGCCACAGT GACTCATCCT GTGACTTCAG TTCTCTGATA TATCTAAAAA GTTACT’JCTT
AC000T’JTCA CTGA’3TAG’3A CACTOAAGTC AAGAGACTAT ATAGATTTTT CAATGACGAA
2:350 2:360 2370 23:30 2390 2400
TTCATTTGTT CA’JTTTCTTT CTTGTTGA’3A TA’GAGCAAT GACTTCTTGG CT’JAAAAGAA
AAGTAAACAA GTCAAAGAAA OAACAACTCT ATCCTCGTTA CTGAAGAACC GACTTTTCTT
241 0 2420 2430 2440 2450 2460
‘JTCTiJAOCAA TGACTAGAGC CTTGT’JTTAC ATCAGAATGG GAACACACTA GGAGCTTCTT
CA’JACTCGTT ACTGATCTCG GAACACAATG TAGTCTTACC CTTGTGTGAT CCTCGAAGAA
4— p5’VAN6
2470 2480 2490 2500 2510 2520
ATTTAATCTT TTTATTCTAC TAAAATCAAA OAAGTAATTC TCTTTGTCTC TTAGTGACCC
TAAATTAGAA AAATAAGATG ATTTTA’3TTT CTTCATTAAG AGAAACAGAG AATCACT068
2530 2540 2550 2550 2570 25:30
ATTCCAGTTT TAACTTTTAT TTCAGAACGT CCTTTATT’JT TATGTCAT’3A TG’JCATCTCC
TAAGGTCAAA ATTGAAAATA AAGTCTTGCA ‘JGAAATAACA ATACAGTACT ACCGTAGAGO
2590 2600 261 0 2520 2630 2640
TTGTACAAGA TTAGTAAATA GAAACCTTAA TTAAATAGAG TTGTGGGAGA CCAGAA0000
AACATi3TTCT AATCATTTAT CTTTGGAATT AATTTATCTC AACACCCTCT GGTCTTCCCC
2550 2550 2670 2680 2690 2700
GAGATCTCAT ‘JCCCCATGAC AATAACGAGC CAAACAAG’JG G’3GAGACCAC CTTCCTTCTT
CTCTAGAGTA C6600TACTG TTATTGCTCG GTTTGTTCCC CCCTCTGGTG GAAG’JAAGAA
116
2710 2720 2730 2740 2750 2760
CCTOCT’JAOO ACTCA’JCCAG TOAAAAGCCT T0000TTTTT OTTTAOCTOC CCCACCCTGC
GI3ACOACTCC TOAOTCGOTC ACTTTTCOOA ACCCCAAAAA CAAATCOAC’3 0’JOTGIJGACG
2770 27:30 2790 2800 2810 2:320
CTTTTCCTCT CTATAAAAGC ATTCTCCTTC CCTTOCCTTO CGOAOGCTCA CC13TGI3TTGC
‘3AAAAOOAGA OATATTTTCO TAAOAOOAAO ‘3OAACOOAAC OCCTCCOAOT ‘3’3CACCAAC’3
2830 2840 2850 2860 2870 2880
AGCTCCT’JAA TOGCAATTCT CT’JCTOATGC CAAOTAAGCC CACCTTT’JCT GGAAAAATAG
TC’JAGGACTT ACC’3TTAAOA ORCOACTACO GTTCATTCIJIJ OTOGAAACOA CCTTTTTATC
2890 2900 2910 2920 2930 2040
CTO13TAOCOT ÛTTTCAOOTC A’JCATCCTTO COAGOTÛTOT OTATCCCCAT CTCCTOG’3AC
OACCATC’JCA CAAAOTCCAO TCOTAOOAAC ‘JCTCCACACA CATA0000TA GAOOACCCTO
4— p5ÀN.5
2950 2960 2970 2980 29go 3000
TGGAAHOCCT 6AA06606TC AC’TTAOC ADA 6’ 666CT66A T6TA61 iAAGA CA6AAC AAAL
ACCTTTCO6A CTTCCCCCAO TCAATCGTCT CCCCCOACCT ACATCCTTCT OTCTT6TTTG
3010 2.020 3030 3040 3050 3060
ATGGTCTCTT DATTACTTTO OCAOCCACAG AATAAATTT6 CTATAGTACT DAAOTAAAAA
TACCAGAOAA CTAATOAAAC C’JTCOOTDTC TTATTTAAAC OATATCATGA CTTCATTTTT
3070 :30:30 3090 3100 3110 3120
AAAAAAAAAT TTYOGATCTC CCTTCGM’JOC TCAOTOGTTA ACAAACCCCA CTA666TCCA
TTTTTTTTTA AAACCTAOAD 6GAAOCHCCO AOTCACCAAT TDTTTDO’JOT ‘JATCCCAOOT
:31:30 :3140 3150 3160 3170 3180
TGAAOATTC13 G6TTCOATCC CTOACCTCOC TCADT600TT AACCATCCOO T’3TT’3CCATO
ACTTCTAAGC CCAAOCTA6O GACTOGAOCO AOTCACCCAA TT6OTAD’JCC ACAA060TAC
3190 :3200 3210 3220 3230 3240
AOCTATO’3T6 GA6OTTOCAO ATOCT’3CTCD OATCTO’JCAT TDCTGTOOTT GTOOT’3TA’36
TCOATACCAC CTCCAACOTC TACGACOAOC CTAOACCGTA ACOACACCAA CACCACATCC
3250 3260 3270 3280 3290 3:300
CCA’JCGOCTG CAGCTCCAAT TT6ACCCCTA OCCT660AAC TTTCATATOC TGAOA6T6T6
GGTCGCC’JAC OT,::OAOGTTA AFiCT6600AT C6’JACCCTTG AAAGTATAC’J ACTCTCACAC
4- p5’VAN.4
2:310 3:320 3330 3340 3:350 3360
ACCCAAAAAA ‘JCAAAAAOCA AAAA6CAAAA AAAAAAAAAA AAATCAOACA TACTCATTTA
T660TTTTTT CGTTTTTCOT TTTTCDTTTT TTTTTTTTTT TTTAOTCTOT AT’3AOTAAAT
32.70 33:30 3390 :3400 3410 3420
CAAATOOAOC TATAAAGATA CCATCCTAA’3 CDAAATCTCC AAACOAAT6A TCATOAACAC
6TTTACCTC1J ATATTTCTAT OGTAOOATTC GCTTTAOAOG TTTDCTTACT ADTACTTGT6
4— p5VANJ
3430 3440 3450 :3460 3470 3480
CAATTCTCTA AATCTOAAAA CATOTAOTAC TTAATTCACA AATAAAATOA AATTTACCTC
GTTAA’3AGAT TTAOACTTTT OTACATCATG AATTAAOT’JT TTATTTTACT TTAAAT6GAG
3490 :3500 3510 3520 3530 3540
TTTATTCCAG OCCATAATCT GTOAOCTCTT TCTCTATTTT TTTTTATTAT TTCCCTCTCT
AAATAAOOTC C6’JTATTAGA CACTCOAGAA AGAGATAAAA AAAAATAATA AA’JOGAGAGA
3550 :3560 3570 3580 3590 3600
TCTCTTTCCC TCTTGTTCTC CCTCTCATTA TTATTTTTTT AAACA’JTCAC ACTCATGOCC
AOADAAA666 AOAACAAGAG DOAOAGTAAT AATAAAAAAA TTTOTCADTO TOA’JTACCOG
117
3610 362g 363g 3640 :3550 366g
AGAOATTCT’J OCCACACATT CTO13CCAOAG ATCAAAACCA A’3TCCTCATG OATACTATTT
TCTCTAAOAC C0’JTGTÛTAA OACCGOTCTC TAGTTTTGGT TCAOGAGTAC CTATGATAAA
pVAN.J -+
3670 3680 3690 3700 371 0 3720
000TTC6TTA CCACTGAOCC ACAAOTG13AA CTCCATCCCC A’JTCCT’JTTT TOAOCAA000
CCCAA’JCAAT GGTOACTCGO TGTTCACCTT GAGOTA’JGG’J TCAGOACARA ACTCGTTCCC
373g 374g 375g 376g 377g 3780
bHccT’o’:cT GGAC”CAC’ C AOCTAA’JuTT TCCCTGGHTT LCTGACTCAC AI3ARAATGTT
CTOOACCCOA CCTCCOT000 TCOATTCOAA A’JGOACCTAA GOACTOACTO TCTTTTACAA
3790 3800 3810 3820 3830 3840
A’JATAATCTA TACCIJDCTIJT TOOAAOCCOC TACTTTTGGA 000TOATTTT TTACATAOGA
TCTATTAOAT ATOOCCOACA ACCTT060CO ATGAAAACCT CCCACTAAAA AATGTATCCT
3350 :3860 3370 3380 3390 3900
ATA’JACAACT AOTAACCCTT TTATATTCCC CCTTOTCCTG OCTTCCTCAT TTCOAOGAAA
TATCTGTTGA TCATT000AA AATATAAOO’3 GGAACAGGAC CGAAGGAGTA AAGCTCCTTT
391 0 :3920 3930 3940 :3950 3960
CTAAA’JT’JAA CAAAGTATGA AOCTCAAAGA GTCACCTGAG GATA13TAATA ATCATTTAAA
OATTTCACTT OTTTCATACT TCOAOTTTCT CAOT’JOACTC CTATCATTAT TAOTAAATTT
2.970 3930 3990 4000 401 0 4020
AATTOAAAAO TTATTTATTC TTCAAATTAC ATACATTOCC AT006TTGAA OTTCTAAAAT
TTAACTTTTC AATAAATAAO AAOTTTAATO TATIJTAACGÛ TACCCAACTT CAAGATTTTA
402.0 4040 4050 4060 4070 4080
OTATAAATTC TA’AAAGTCA TATOTTTTCA AOTCCTAACC ACCTOTACCT CAGAACTTAT
CATRTTTAAG ATCTTTCAGT ATACAAAAOT TCAGOATTGO TG’3ACATOOA OTCTTOAATA
4090 4100 4110 4120 4130 4140
TTGOAGATAA 3ATCATTTCA GATATAATTA GTTCAOATGA OGTCAGAACA OAOTCAOOTO
AACCTCTATT CTAOTAAA’3T CTATATTAAT CAA’JTCTACT CCACTCTTGT CTCAOTCCAC
4150 4160 4170 4130 4190 4200
GGAACTAAAC CCATTOTCTO OTOTCCTTAA AAATAAAO’3A AGTTT’3GACC CAGATOTOCA
CCTTGATTTO ‘JOTAACAOAC CACAOGAATT TTTATTTCCT TCAAACCTGG GTCTACACGT
4210 4220 4230 4240 4250 4260
CACA000AOA AÛACA000AA ATOCAGA’308 ATGAACAGGT CTTTCCCAAA CAGCCCTTAO
OTGTCCCTCT TCTOTCOOTT TACOTCTCCG TACTTOTCCA OAAAO’JOTTT OTC600AATC
4270 42:30 4290 4:300 4310 4320
OAAOAAOCAA CACTOCTOAC TCCTCTTCTO AATTTCTAGC TTCCAOAATT OCAAGACAOT
CTTCTTCGTT GT’JACGACTO A’JCAOAAGAC TTAAAGATCI:i AAG’JTCTTAA CGTTCTGTCA
4330 4340 4:350 4360 4370 4380
ACATTTCTOT TOTTTAAOCC ACCCA’JTOTG TTOCACTTTT TTAGTACAAC CCTAGCAAAT
TOTAAA’JACA ACAAATTC’JG T00’JTCACAC AACGTGAAAA AATCATOTTO GOATCOTTTA
4390 4400 4410 4420 4430 4440
G’JTCATACAT GCATTTTCAT ATTTGATGCT TACGAACCCC TGCAAAAAAG OOAAOTTCAT
CCAOTATOTA COTAAAAOTA TAAACTACOA ATGCTTO1360 ACOTTTTTTC CCTTCAAGTA
4450 4460 4470 4480 4490 4500
TTOTTACATA ATATTTOTTT ACATACACAT OTCTAT’JATO TAAAACCATG AGACTTTCTT
AACAATOTAT TATAAACAAA TOTATGT’3TA CAGATACTAC ATTTTOOTAC TCTGAAAGAA
118
4510 4520 4530 4540 4550 4550
TTTAAAAAAA AAATTOAAOT OTA’JTTGATT TOCAAT’JTTG TGTTTGTTTC AGOTOTA
CRO
RARTTTTTTT TTTAACTTCA CRTCAACTAR ACOTTACRAC ACAAACRAAG TCCRCRTGTC
4570 4580 4590 4600 461 0 4620
CAAAOT’JRCT CAOATACRCA CACARACACA CACATATATA TTCTTTTTCR AAGTCTTTTC
‘3TTTCACT’3A GTCTATGTGT OTOTTTOTOT OTOTATATAT RAGARARAOT TTCRGRRR
RG
4530 4540 4550 4660 4670 4680
CCTTATR’3TT TTTTTTTGTT TTGTTTTGTT TTTTTGTTTT TTTTTTTTAT CTTTTTRGG
A
GGAATATCAA AAAAAAACAA AACAAAACAA AAAAACAAAA AAARAARATA GAAAARTCCT
4590 4700 4710 4720 4730 4740
CTGCAACCRC AGCATATG’JA AGTTCCCAGG CTA600’JTCC AATCGGA’JCT ACRGCTGCTG
GACOTTOOTO TCGTATACCT TCAA000TCC GATCCCCAGG TTAGCCTCGA TGTCGACGA
C
t pVAN.12
4750 4750 4770 4780 4790 4800
GCCTATGCCA CAGCCACGGC GATGCTAGAT TCAA’3CTOCA TCTGCGACCT ACRCCACR
GC
COGATACOOT GTCGGTGCCG CTRCGATCTA AGTTCGACGT A’JACGCTGGA TGTGGTGTCG
t
4:91 0 4820 4830 4840 4850 4860
TCATG’3TART GCCAGATCCT TAACCCATTA AGCGAGGCCA 000ATTGAAC CTGCGTCCT
C
A’JTACCATTA 000TCTA’3’3A ATT000TAAT TCGCTCCGGT CCCTAACTTG GRCGCAGGAG
pV4N.13
4870 4880 4:390 4900 4910 4920
ATGGACACCA GTCA’JATTTG TTTCCCCTGA ‘JCCACAGCAG GAACTCCTTT TCCCTTRTAG
TACCTGTGGT CAGTCTAAAC AAA0000RCT CGGTGTCGTC CTTGAGGAAA AGGGRAT
RTC
4930 4940 4950 4960 4970 4980
ATTTTTACAA GATATTOROT RTRG’JTCCTT GG’JCTGTGCA GTAGCTCCTT GTTAGTTTTC
TAAAAATGTT CTATAACTCA TATCCAGGAR CCCGACAC’JT CATCGAGGAA CAATCRAAAG
4990 5000 5010 5020 5030 5040
ATCCAGCTTT CTTCAAGTGA GTTTTTGTCC TTTATTTTTG AAGTACTAA’J TTCTAGGARC
TAGGTCGAAA GAAGTTCACT CAAAAACAG’J AAATAAAAAC TTCATGATTC AAGATCCTTG
5050 5050 5070 50:30 5090 5100
CACGTGATTT ATTGC’JTTTT CACTCTATAA ATATCAGGGC TTGTTCTCTT TGTTTTTCRG
GT’JCACTAAA TAACGCAAAA GT’JAGATATT TATAGTCCCG AACAA’JA’JAA ACAAARAGTC
5110 5120 5130 5140 5150 5160
CAGCTGTTGG ACTTCA’JCAT&
‘JTCGACAACC TGAA’JTCGTAG
Agel/ATG/p5’VAN. 10
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Figure 9. Comparaisons entre les séquences 5’flanquantes du gène VNN] chez le porc,
l’humain et la souris. Les blocs d’homologie sont représentés par des rectangles. La
longueur en ph et le degré de similarité (%) sont indiqués juste au-dessus des rectangles.
Les rectangles gris représentent la comparaison de l’homologie entre la séquence porcine et
la séquence humaine. Les rectangles hachurés représentent la comparaison entre la
séquence humaine et la séquence murine. Les lignes parallèles entre les espèces
correspondent à la conservation d’un ou de plusieurs blocs d’homologie.
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Figure 10. Sites de reconnaissance potentiels de facteurs de transcription impliqués lors de
la détermination du sexe sur le promoteur du gène VNNJ chez différentes espèces.
O = 1 site consensus
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3.1.9 Études de co-transfections du promoteur du gène VNN1 porcin
dans les cellules CV-1
Différents facteurs de transcriptions impliqués lors de la détermination du sexe ont
été testés afin de déterminer si l’un d’eux pouvait exercer un effet direct sur l’expression du
gène VNNJ porcin. Parmi les facteurs étudiés (SRY porcin, $0X9 porcin, Sox9 murin,
WT1 porcin, Sf1 murin, Gata4 murin et Lhx9 murin), seulement les facteurs $0X9 porcin,
Sox9 murin et Gata4 murin semblaient avoir un effet direct sur le promoteur VNNJ porcin.
La figure 11 montre l’effet inhibiteur du facteur Gata4 murin sur l’expression de la GFP
sous le contrôle du promoteur VNNJ porcin. Pour une quantité croissante de construction
CMVp-GATA4 murin, l’expression du vecteur rapporteur diminue. À une concentration de
lOOng/puits de CMVp-GATA4 murin, l’expression est réduite d’au moins 2 fois par
rapport à l’expression du contrôle sans Gata4 murin. La figure 12a fait état de la
transactivation du promoteur VNNJ porcin par le facteur SOX9 porcin. La transactivation
est optimale lorsque lOOng de CMVp-S0X9porcin est co-transfecté avec lOng de
construction 5kb pVNNIp-GFP. Il en résulte une activation d’au moins deux fois par
rapport au contrôle sans CMVp-SOX9 porcin. Le même effet de transactivation du
promoteur VNN-] porcin a aussi été observé lorsqu’on utilisait le facteur Sox9 murin au
lieu du facteur SOX9 porcin (figure 12b). Par contre, l’activation optimale est observée à
une concentration de 5Ong/puits de CMVp-S0X9 murin.
3.1.10 Étude comparative bi vitro de l’effet du facteur $0X9 sur le
promoteur VNN1 chez le porc, l’humain et la souris
Toujours dans les cellules CV-1, l’effet des facteurs SOX9 porcin et murin a été
comparé entre les promoteurs VNNJ porcin, humain et murin. La figure 13 montre les
résultats des co-transfections. Comme vu précédemment, les facteurs SOX9 porcin et murin
transactivent le promoteur VNN1 porcin (figure 13a). L’activation est optimale à une
concentration de SOng/puits. En ce qui concerne le promoteur Vanin-1 murin (figure 13b),
ni le facteur $0X9 porcin, ni le facteur Sox9 murin ne semblent avoir un effet sur
l’expression du marqueur GFP. Dans le cas du promoteur VNNI humain (figure 13e), le
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Figuie 11. Effet d’inhibition sur les séquences S’flanquantes du gène VNNJ porcin par le
facteur Gata4 murin. Cette étude a été faite dans les cellules CV-1. I Ong de la construction
5kb pVNN1p-GFP a été co-transfecté avec différentes quantités (en ng/puits) de vecteur
d’expression qui contient la séquence codante du facteur Gata4 murin sous le contrôle d’un
promoteur CMVp. La quantité totale d’ADN a été gardée constante en complétant avec le
vecteur pBK-CMV sans insert. Pour l’analyse graphique, la fluorescence basale de la
construction 5kb pVNNÏp-GfP seule a été déterminée à IX . Les données représentent tes
« least square means » ± SEM; ANOVA P<O,004$ comparaisons multiples par Tukey
Kramer P < 0,05.
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figure 12. Effet de transactivation de la séquence porcine 5’flanquante du gène VNNI par
les facteurs SOX9 porcin et murin. A)IOng de la construction 5kb pVNN1p-GfP ont été
co-transfectés avec différentes quantités (en ng/puits) de vecteur d’expression qui contient
la séquence codante du facteur SOX9 porcin sous le contrôle d’un promoteur CMVp. B)
lOng de la construction 5kb pVNN1p-GfP ont été co-transfectés avec différentes quantités
(en ng/puits) de vecteur d’expression qui contient la séquence codante du facteur Sox9
murin sous le contrôle d’un promoteur CMVp. Dans les deux cas, les transfections
transitoires ont été effectuées dans les cellules CV-1. La quantité totale d’ADN a été gardée
constante en complétant avec le vecteur pBK-CMV sans insert. Pour l’analyse graphique, la
fluorescence basale de la construction 5kbpVNNlp -GfP seul a été déterminée à iX. Les
données représentent les « least square means » +SEM; ANOVA :P < 0,0000 (A) et P <
0,0006 (B); comparaisons multiples par Tukey-Kramer P < 0,05.
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Figure 13. Effet des facteurs SOX9 porcin et Sox9 murin sur les séquences 5’flanquantes
des gènes VNN1 porcin (A), humain (B) et murin (C). Ces études ont été exécutées dans les
cellules CV-Ï. 10 ng de chaque construction de promoteur VNNJ (5kb pVNN1-GFP, 5kb
hVNNÏ-GFP et 5kb mVNN1-GfP) ont été co-transfectés avec des quantités croissantes
(ng/puits) de vecteurs d’expression contenant soit la séquence codante du facteur SOX9
porcin, soit la séquence codante du facteur Sox9 murin sous le contrôle d’un promoteur
CMVp. Dans chaque cas, la quantité totale d’ADN est gardée constante en utilisant des
quantités variables de vecteur pBKCMV sans insert. Pour l’analyse graphique, la
fluorescence basale des constructions VNNÏ(p, h ou m)Skb-GFP seules a été déterminée à
lX . Les données représentent les « least square means » + SEM; ANOVA P<0,000 pour
CMVp-SOX9p et P<0,0006 pour CMVp-SOX9m (A), P<0,l265 pour CMVp-SOX9p et
P<0,0007 pour CMVp-SOX9m (B), P<0,3349 pour CMVp-SOX9p et P<0,1836 pour
CMVp-SOX9m (C). Les comparaisons multiples ont été effectuées par Tukey-Kramer
P<0,05.
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facteur SOX9 porcin ne semble avoir aucun effet alors que le facteur Sox9 murin semble
inhiber l’expression à plus forte concentration (5Ong/puits).
3.2 GÈNEPN1 PORCIN
3.2.1 Amplificatîon de la séquence de l’ADNc du gène PN1 porcin
La figure 14 résume les étapes du clonage de la séquence de l’ADNc du gène FNJ
porcin. Un premier fragment interne d’ADNc de 834pb a été cloné par PCR à l’aide des
amorces hétérologues NEX.B et NEX.2 (table III, p.77) sur une RT réalisée à partir de
l’ARN total de rein de porc en utilisant l’amorce inversée NEX.1 (table III, p.77). Afin
d’obtenir la séquence de l’extrémité 3’ de l’ADNc du gène PN1 porcin, l’amorce ADT7T17
(tableau) qui reconnaît la queue poly(A)+ de l’ARNm a été utilisée pour faire la RT. Les
amorces NEX.D (table III, p77) et ADET7 (table II, p.59) ont été utilisées pour produire un
fragment de 885pb. Dans le but de produire la séquence codante de l’ADNc au complet, le
bout 5’ contenant le codon d’initiation de la transcription (ATG) a été amplifié par PCR à
partir de l’ADN génomique de porc à l’aide de l’amorce hétérologue NEX.f et de l’amorce
spécifique pNEX.4. Un fragment de la taille de 406 pb a ainsi été produit. L’ensemble des
séquences des trois fragments d’ADNc a permis d’obtenir la séquence codante complète du
gène PN1 porcin.
3.2.2 Séquence partielle de l’ADNc du gène PN1 porcin
La séquence partielle de l’ADNc du gène PNJ porcin ainsi que la localisation et la
direction des différentes amorces utilisées pour l’amplification et le séquençage ont été
représentées à la figure 15. Cette séquence de 1955pb a aussi été soumise à la banque de
données internet GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) sous le numéro d’accès AY059415. Le
codon du début de la transcription est situé à la position nucléotidique 20 et le codon de la
fin de la transcription est situé à la position nucléotidique 1213. À partir de cette séquence,
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Figure 14. Résumé de la démarche utilisée pour le clonage complet de 1’ADNc du gène
PN] porcin.
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Figure 15. Séquence complète de la séquence codante du gène PN] porcin. Les amorces
utilisées pour le clonage et le séquençage du gène sont soulignées. Une flèche orientée
—p.
indique que c’est une amorce sens, alors qu’une flèche orientée 4— indique que c’est une
amorce antisens. Les deux premiers encadrés identifient le début et l’arrêt de la
transcription de ce gène. Les deux derniers encadrés entourent les queues poly(A)+ du
transcrit.
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hNEX.F
—*
10 20 30 40 50 60
GTCCTTGGTG GRAGORACCA TGAATTGGCA TTTTCCCTTC TTCCTCGTGG CCACCGTGAC
CRÛGRACCAC CTTCCTTGGT ACTTAACCGT AAAAGGGAAO AAGGAGCACC GGTGGCACTG
t pNEX.8
70 00 90 100 110 120
GCTGCCTTCC GTGTGCTCCC AOTTCAACCC TCTGTCGCTG GAGGAACTCCi GCTCCGACAC
CGACGGAA’JG CACAC’3A000 TCAAGTT000 AGACRGCGAC CTCCTTGAGC CGAGGCTGTG
t pNEX.7
130 140 150 160 170 180
AGGAATCCA’3 GTTTTCAATC AGATTGTCAA GTCCCGSCCT CATOACARCA TCGTCATTTC
TCCTTAGGTC CAAAAGTTAG TCTAACAGTT CA000CCGGA GTACTGTTGT AOCAGTAAAG
190 200 210 220 230 240
CCCCCACOGN ATTGCGTCGG TGCT0000AT GCTGCAGCTG GGAGCTGACG GCAGGACCAA
60006TGCCN TAACGCAGCC ACGACCCCTA CGACGTCGAC CCTCGACTGC COTCCTOGTT
NEX.A
—*
250 260 270 200 290 300
GAA’3CAOCTT ACCACAGTGA TOAGATACOS CGTGAA000A GTCGGTAAAG TGTTAAAGAA
CTTCGTCGAA TGGTGTCACT ACTCTATGCC OCACTTGCCT CAGCCATTTC ACAATTTCTT
NEX.B —*
310 320 330 340 350 360
6ATCAACAAO GCCATCGTCT CCAAGAAGAA TAAAGATATT OTOACCOTOS CCAACGCCGT
CTAGTTGTTC COOTAOCAGA OGTTCTTCTT ATTTCTATAA CACTGGCACC GOTTOCOOCA
370 380 390 400 410 420
GTTTGTGAAG AATOOCTTCA AAATGOAAGT GCCTTTCGTC ACGAGGAACA AAGACGTGTT
CAAACACTTC TTACCGAAGT TTTACCTTCA CGGAAAGCAG TGCTCCTTGT TTCTGCACAA
t pNEX.4
430 440 450 460 470 490
TCAGTGTGAG GTCCGGAACG CAGACTTTGA GGATCCAGCC TCTGCCTGTG ACTCCATCAA
AGTCACACTC CAGGCCTTGC GTCTGAAACT CCTAGGTCGG AGACOORCAC TGAGGTAGTT
4go 500 510 520 530 540
CCTGTGGGTT COAAACGAAA CCCG330TAT OATCGACAGC CTGCTGTCCC CAGATCTTCT
GGACACCCAA GCTTTGCTTT 0000CCCATA CTAGCTGTCG GACGACAGGG GTCTAGRAQA
t pNEX.3
550 560 570 580 590 600
CGACAGTGTC CTCACCAGAC TGGTTCTGOT CAATOCGGTG TATTTTAAGG GTTTOTGGAA
GCTGTCACAG OAGTGGTCTG ACCAAGACCA OTTACOCCAC ATAAAATTCC CAAACACCTT
510 620 530 540 650 660
ATCGAGGTTT CAGCCAGAGA ACACAAAGAA GCGCACGTTT GTGGCAGCCG ACGGAAAGTC
TAGCTCCAAA GTCGGîCTCT TGTGTTTCTT CGCGTGCAAA CACCGTC’JGC TGCCTTTCAG
570 680 690 700 710 720
CTACCAA’3T0 CCCATGCTGG CCCAGCTCTC CGTGTTC006 TGT000TCTA CGAGCACCCC
GATGGTTCAC 000TACGACC 000TCGAGAG GCACAAGGCC ACACCCAGAT GCTCGT0006
730 740 750 760 770 780
CAGT1JACtTA TOGTACAACT TCATCGAGCT GCCCTACCAC 0606AAAGCA TCAGCATGCT
GTCACTGAAT ACCAT6TTGA AGTAGCTCGA CGOGATGGTO CCCCTTTCGT AGTCOTACGA
790 600 610 620 630 640
GATCGCGCTG CCCACGGAGA GCTCCACCCC CCTCTCAGCC ATCATCCCTC ACATCAGCAC
CTAGCOCGAC 006TÛCCTCT CGAGGT’30G6 GGAGAGTCGG TAGTA1JGGAG TGTAGTCGTG
850 860 870 880 890 900
CRAGACCATA GACAGCTGGA TGAGCACCAT GGTGCCCAAG AGAGTGCAGG TCATCCTGCC
GTTCTGGTAT CTGTCGACCT ACTCGTGGTA CCACGGGTTC TCTCACGTCC AGTAÛGACGG
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010 020 930 940 950 950
CPAGTTCRCR GCTr3TRGCAC AARCflGATTT GAAGGAGCCC CTGAAGGTTC TT3000TCAC
GTTCAAGTOT CGACATCOTG TTTOTCTARA CTTCCTC000 GACTTCCAAO AACCGCAGTG
970 980 990 1000 1010 1020
CGAOflTOTTT OFITCCATCAA flG6CAAATTT TOCAAAAATA ACAAOATCAO AAAACCTTCA
GCTCTRCAAA CTRGGTAGTT TCCGTTTRRA ACGTTTTTRT TGTTCÎAGTC TTTTGGRAOT
pNEX.C —0
1030 1040 1050 1060 1070 1080
TÛTTTCTCAC ATCTTGCAAA AIRGCOAAAAT TOAAOTCAOC GAAGAC13OAA COAAAGCTTC
ACAAAOAOTG TA’3AACGTTT TTCGCTTTTA ACTTCAGTCO CTTCT000TT OCTTTCGAAG
pNEX.D
—0
1090 1100 1110 1120 1130 1140
COCAOCRACA ACTGCGATTC TGATTGCAAG OTCGTCCCCT CCCTGGTTTA TRGTAOACRG
OCOTCGTTOT TGACOCTAAO ACTAACGTTC CAOCAOCOSA 000ACCAAAT ATCATCTGTC
4— NEX.2
1150 1150 1170 1180 1190 1200
ACCTTTTCTA TTTTTCATCC OACATAATCC TACAOOTGCT GTTTTATTCA TOCiOGCA6AT
TOOAAAAOAT AAAAAGTAOO CTGTATTAGG ATGTCCACGA CAAAATAAGT ACCCCGTCTA
ARRÊT 4— NEXJ - -
1210 122L1 1230 1240 125i 12b0
AAACAAACCC TOA GAGTAA AGCAAAAOOA ACCATGCAAA OAAAAOACTC CTTTOCTCAG
TTTOTTT000 ACT CTCATT TCGTTTTCCT TGGTACOTTT CTÎTTCYGAO GAA1900AGTC
1270 1280 1290 1300 1310 1320
AAGAAAAGAC TCTTTCCCAC OTCTTTCATA GTTCTGTTCA ATATTTTTGT ACGTTACTTT
TTCTTTTCTO AGAAAGGGTG CAORAAGTAT CARGACRAOT TATAAAAACA TOCAATÛAAA
1330 1340 1350 1360 1370 1380
CTTTTTCAAA ACTAGGTCTT AG6AACAOAO AT6AOTOATO CAOCATTTCT ATTCT000AG
‘JAAAAAOTTT TOATCCAGAA TCCTTOTCTC TACTCACTAC GTCOTAAAGR TAAGACCCTC
1290 1400 1410 1420 1430 1440
GTATTAA600 GOAAA00000 CAG’JATOOCC AOAACACTOT ACTOAAOAAT GAATAOAAAG
CATAATTCCC CCTTTCCCCC OTCCTACCGO TCTTOTGACA TOACTTCTTA CTTHTCTTTC
1450 1460 1470 1480 1490 1500
CCTTCAAAAT OTCTAAGAGA TTCTTTAAAC TACTGAGTOG TTTCCTAGGT TAACAOCCCT
COAAGÎTTTA CACATTCTCT AAGAAATTTG ATGACTCACC AAAGGATCCA ATTGTC000A
1510 1520 1530 1540 1550 1560
CTTOAGTATT TCCTOTCCAG TTCAGGAGTT CTOTTTTOTT TTGTTTCTAT GTOTGOCTTT
GAACTCATAA AGOACAOCTC AAGTCCTCAA GACAAAACAA AACAAAGATA CACACCOAAA
1570 1580 1590 1500 1510 1520
TCAGAAAAAA AAATTTTAAT CAGTGTGATT TGGCOAAAAA AATAAGCACA TTTTATGGTA
AGTCTTTTTT TTTAAAATTA OTCACACTAA ACCCCTTTTT TTATTCCTGT AAAATACCAT
1630 1540 1550 1660 1670 1680
OCGTTTACtT TTTTATOAAA AAGGTATTAT T’JGCCTTTTA RSTTTTTTT TTTTTTTTTT
CGCAAATOAA AAAATACTTT TTCCATAATA ACCGGAAAAT TTRAAAAAAA AAAAAAAAAA
1690 1700 1710 1720 fl3iepoIy(A)-4740
GOTCTCATCC AAAGTCTTOA TAGTAAOCCT TATTTT0000 OTAGARATAS CAARATCTCT
CCAOA6TAGO TTTCAGAACT ATCATTCOOA ATAAAACCCC CAÎCTTTATC OTTTTAGAOA
1750 1760 1770 1780 1790 1800
A000TCTTTG TOTOTTTTTT OTTOTTOTTO TTTTATATAA TGCATDTATT CACTAAAATA
TCÛOAGAAAC ACACAAAAAR CAACAACAAC AAAATATATT ACOTACATAA OTOATTTTAT
137
1910 1920 1930 1940 1950 1960
AAGTTTAARA AACTAATGTC TTOCTAORCA AOGTTTGCTO TTGTOCAGTG TOCCTOTCAC
TTCARATTTT TTOATTACAO ARCGATCTGT TCCRARCGPC ARCRCOTCRC ACGOACROTO
1870 1880 1800 1900 1910 1920
TACTOOTCTO TACTCTCTGG ATTTOCATTT TTOTTATTTT OTACRAAOTA AAAATAAAOT
ATOACCAGAC ATOAGROACC TRAACOTAAA RACRATARAR CRTOTTTCAT TTTTRTTTCA
1930 1940 1950 1960 1970 1980
OTTATOROTA OTTIRARARA ARRARAAAAA AAARA -3’
CAATACTCRT CAAFTTTTTT_TTTTTTTTTT TTTTT -5’
queue poly(A)+
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il a été possible de déduire la séquence en acides aminés de la protéine NEXTN-1 porcine
codée par le gène PNJ porcin. Cette séquence est représentée à la figure 16.
3.2.3 Recherche de séquences similaires à la séquence codante porcine du
gène PNJ chez les autres espèces
La séquence codante du gène FN] porcin a été soumise à une comparaison avec
l’ensemble des séquences disponibles dans la banque de données GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). La figure 17 fait état des séquences de gènes qui ont un fort
pourcentage de similarité avec la séquence codante porcine. Dans la liste, on retrouve entre
autres le gène de l’inhibiteur de la protéase sérine (SERPINE 2) bovin (Bos taurus) et
humain (Homo sapiens), le gène de la Nexin (GLIA-DERIVED NEXIM) humain et de rat
(Rattus norvgicus) et le gène de l’inhibiteur 1 du plasminogène activé (PÏasminogen
activated-inhibitor]) de souris (Mus musculus), humain et bovin. La table VII montre une
comparaison entre la séquence codante du gène PNJ porcin et les séquences codantes des
gènes qui s’apparentent le plus au gène PNJ chez les autres espèces. La séquence codante
de PN] porcin (Sus scrofa) possède de très hauts pourcentages de similarité avec les gènes
GLIA-DERIVED NEXIN chez l’humain (Homo sapiens)(88.9%) et chez le rat (Rattus
norvegictts)(83.1%), avec le gène SERPINE 2 chez le bovin (Bos taurus)(90,7%) et avec le
gène Plaminogen-activated-inhibitor 1 chez la souris (Mus musculus)(83,4%). Par rapport
au gène GLIA-DERJYED NEXIN chez l’humain, la séquence codante du gène PN1 porcin
(88,9%) est un peu plus similaire que la séquence codante du gène Plaminogen-activated
inhibitor 1 chez la souris (84%).
3.2.4 Comparaison entre les séquences en acides aminés du gène PN1
chez le porc, l’humain, le bovin, la souris et le rat
La table VIII démontre la comparaison entre les séquences en acides aminés de la protéine
NEXIN-1 porcine et les séquences en acides aminés des protéines qui s’apparentent le plus
à la protéine NEXIN-1 chez les autres espèces de mammifères. Les séquences en acides
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Figure 16. Séquence en acides aminés de la protéine NEXIN-1 porcine déduite de la
séquence codante du gène FN1 porcin.
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10 20 30 40 50 50
MHWHFPFFLV ATVTLPSVCS QFNPLSLEEL GSDTG I QVFH Q I VKSAPHDM I V I SPHG I AS
70 80 00 100 110 120
VLG[ILQLGAD 13F;TKF(QLTTV tIRYG’y’HQViJK VLKK I HKA l’y’ SKKHKD I VTV AHAVFVKrIOF
130 140 150 160 170 180
KMEVPFVTF;H KD’.1.’FQc:EVF;H ADFEDF’A:E;AC DS I MLWVRHE TROM I DSLLS F’DLLDS’”LTR
100 200 210 220 230 240
LVL\”HA”1’YFK ‘JLNKSRFQF’E MTKF(F;TFVAA DOKS’/C!VF’[lL AQLS’v’FRCGS TSTPSDLWYr1
250 260 270 280 200 300
F I ELPVHGES I SML I ALPTE SSTPLSA I I P H I STKT I [‘6W MSTMVPKRVQ V I LPKFTAVA
31 0 320 330 :340 350 360
QTDLKEPLKV L’3VTEMFDPS F:AHFAK I TRS EMLHVSH I LQ KAK I EVSEDG TKASAATTA I
370 38.0 300 400 410 420
LIAF:!E;SFP[•IF I’,”[’F;F’FLFFI F:HHFTGAVLF MOQIHKF’*
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Figure 17. Liste des gènes qui possèdent une plus forte homologie avec la séquence
codante du gène PNJ porcin (Sus scrofa nexin-1(PN1) mRNA...) suite à une recherche
effectuée dans le moteur de recherche BLAST offert par le site internet NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gi128435506lgb1AY0594 15.31 Sus scrofa nexin-1 (PN1) mRNA, 2361 0.0
giI278O72O6lrefiNM 174669. 1 Bos taurus serine (or cysteine... 1489 0.0
gi123506939lgb1AF25 1153.11 Bos taurus serine protease inhib... 1489 0.0
gil27769055IblBC042628.ll Homo sapiens, similarto serine 1314 0.0
gi1183063lgblM17783.1IHUMGDN Human glia-derived nexin (GDN)... 1308 0.0
giI243O79O6IreflNM 006216. lI Homo sapiens serine (or cystei... 1292 0.0
gil I59905301gNBC01 5663.1 IBCO 15663 Homo sapiens, Similar to... 1292 0.0
gil14715028lgblBC010675.lI Mus musculus, serine (orcystein... 0.0
giI6678O98IreflNM 009255.1 I Mus musculus serine (or cystein... i2 0.0
giI551O64IembIX7O296IIMMPNIAM.musculus PN-1 mRNA for prot... 0.0
gi126341 885IdbjIAKO5 1332. Il Mus musculus 12 days embryo spi... 79 0.0
gi1263390091dbjlAK047856. li Mus musculus 16 days embiyo hea... j9 0.0
gi1263377201dbj1AK045954.il Mus musculus aduit male corpora... 79 0.0
gi167083031gb1Af210380.11Af2 10380 Bos taurus nexin mRNA, pa... 7.2Q 0.0
gi127685446lreflXM 2 17453.11 Rattus norvegicus serine (orc... 27 e-146
gil204283lgblM17784.IIRATGDN Rat glia-derived nexin (GDN) m... e-143
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Table VII. Pourcentages de similarité existant entre les séquences codantes du gène FN]
chez différentes espèces de mammifères. Les séquences homologues ont été comparées à
partir du codon du début de la tanscription (ATG) jusqu’au codon de terminaison.
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ESPÈCES Sus scrofa Homo sapiens Bos taurus Mus musculus Rattus
FN-1 PN-1 SERPINE 2 Plasminogen-
norvegîcus
(Numéro d’accès activated- inhibitor I Serpine 2
dans GenBank) (AY059415) (3C042628) (NM174669) (BC010675) (XM217453)
Sus scrofa
‘m-’ 100%(AY059415)
Homo sapiens
PN-I 88.9% 100%(BC042628)
Bos taurus
SERPINE2 90.7% 88.2% 100%(NM_ 174669)
Mus musculus
ftasrninogen-activated- 83.4% 84% 83.4% 100%
inhibitor I
(BCO 10675)
Rattus
norvegicus 83.1% 83.1% 83.3% 92.4% 100%
Seipine 2
(XM_217453)
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Table VIII. Pourcentages de similarité existant entre les séquences en acides aminés de la
protéine NEXIN-l qui découlent de la séquence codante du gène FNJ chez différentes
espèces de mammifères.
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ESPÈCES Sus scrofa Homo sapiens Bos taurus Mus musculus Rattus
NEXIN-1 NEXIN-1 SERPINE 2 Plasminogen-
norvegicus
(Numéro d’accès activated- inhibitor 1 Serpine 2
dans GenBank) (AY059415) (BC042628) (NM174669) (BCO 10675) (XM217453)
Sus scrofa
NEXIN-1 100%
(AY059415)
Homo sapiens
NEXIN-1 92.9% 100%(BC042628)
Bos taurus
SERPINE2 947% 917% 100%(NM1 74669)
Mus
musdulus 87.2% 85.1% 83.9% 100%
Plasminogen
activated- inhibitor I
(BCO 10675)
Rattus
norvegicus 86.2% 83.9% 83.2% 92.5% 100%
Serpine 2
(XM2 1 7453)
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aminées sont déduites des séquences codantes disponibles dans la banque de données
GenBank (www.ncbi.nIm.nih.ov). La séquence en acides aminés de la protéine NEXIN- 1
porcine démontre un fort pourcentage de similarité avec les protéines codées par les gènes
GLIA-DERIVED NEXIN chez l’humain (Homo sapiens)(92.9%) et chez le rat (Rattus
norvegicus)(86.2%), par le gène SERFINE 2 chez le bovin (Bos taurus)(94,7%) et par le
gène Plarninogen-activated-inhibitor I chez la souris (Mus muscuhts)(87,2%). Une fois de
plus, la séquence porcine en acides aminés est plus similaire (92,9%) à la séquence en
acides aminés humaine, que la séquence murine (85,1%).
3.2.5 Stratégies de clonage des séquences génomiques 5’ du gène PN1
porcin
La figure 18 illustre la stratégie qui a permis de cloner 3,4kb de séquences
promotrices en amont du codon d’initiation de la transcription pour le gène PN] porcin. À
partir des quatre mini-librairies d’ADN génomique porcine non-clonées effectuées à l’aide
de la technologie du «Universat Genome Walker kit» (Clontech), deux séries de criblage
par PCR ont été nécessaires afin obtenir une séquence promotrice de la taille de 3,5kb. Lors
d’un premier criblage des mini-librairies, un fragment de 500pb a été amplifié à partir de la
mini-librairie digérée par l’enzyme PvuII à l’aide de l’amorce commerciale AP2 (Clontech)
et de l’amorce spécifique antisens pNEX.8. La séquence de ce fragment a été utilisée pour
synthétiser des amorces utilisées dans une deuxième ronde de criblage des quatre mini-
librairies porcines afin d’obtenir plus de séquences génomiques en 5’. Suite au deuxième
criblage, un fragment de 3kb a été amplifié à partir de la mini-librairie digérée par l’enzyme
EcoRV avec l’amorce commerciale AP2 (Clontech) et l’amorce spécifique antisens
p5 ‘Nex.2.
3.2.6 Séquence de 3,4kb de la région promotrice du gène PN1 porcin
La séquence de 3,4kb de la région promotrice du gène PN1 porcin ainsi que la
localisation et la direction des différentes amorces utilisées pour l’amplification et le
148
Figure 18. Illustration de la stratégie qui a permis le clonage de 3,4kb de séquence
5’ flanquante du gène FN1 porcin.
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séquençage sont représentées à la figure 19. La séquence promotrice est directement en
amont du codon d’initiation de la transcription (ATG) situé à la position nucléotidique
3426.
3.2.7 Comparaison des séquences promotrices du gène PN1 chez le porc,
l’humain et la souris
Les séquences promotrices du gène PN1 porcin et murin ont été comparées par
rapport à la séquence promotrice du gène FNJ humain. La figure 20 illustre cette
comparaison. Les séquences promotrices humaine et murine sont disponibles dans la
banque de données (//genome.ucsc.edu) grâce aux grands projets de séquençage du
génome. Des gros blocs d’homologie d’au moins 60% ont été recherchés entre les trois
séquences promotrices sur une distance de -3,4kb à partir du codon d’initiation de la
transcription. Suite à cette analyse, 5 blocs d’homologie entre la séquence porcine et la
séquence humaine ont été retrouvés. Les pourcentages de similarité de ces blocs se situent
entre 63,4% et 68,1% et leur taille varient de 73pb â 1346pb. Entre la séquence murine et la
séquence humaine, 7 blocs d’homologie ont été découverts. Leur pourcentage de similarité
s’étend de 6 1,1% à 67,3%. Par contre, la taille de ces blocs est relativement plus petite que
dans le premier cas. Ils se situent entre 178 pb et 589pb. Dans les deux cas, l’ordre des
blocs est conservé, même s’ils ne sont pas à la même position.
3.2.8 Recherche de sites potentiels de liaison de facteurs de transcription
À l’aide de données retrouvées dans la littérature, les séquences de site consensus
des facteurs SRY, SOX9, Lhx9, WT1, SF1 et GATA ont été recherché sur les promoteurs
FAT] porcin, humain et murin. La figure 21 fait état des sites potentiels de liaison
répertoriés sur les promoteurs PN-1 porcin, humain, et murin.
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Figure 19. Séquence de 3,4kb de région promotrice du gène PN1 porcin directement en
amont du codon du début de la transcription (ATG). Les séquences des amorces utilisées
pour l’amplification et le séquençage de ce fragment sont soulignées. Une flèche orientée
—* indique que c’est une amorce sens, alors qu’une flèche orientée 1— indique que
c’est une amorce antisens.
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pS’NEX.F . XhoIJp5’NEX.G
10 20 30 40 50 60
ATCAGCGAAA ORACATAGGO ATCACACCCA CTCTTCTGGC TACTGAACTT TGGCGAGAAG
TAGTCGCTTT CTTGTATCCC TAGTGTGGGT GAGAAGACCG ATORCTTOAA ACCGCTCTTC
-
70 80 90 100 110 120
T000AGCTTC GTCTTAGCCR GOT000TTTA 00000CTARO CATTCAGCCG A000000TTT
ATTTTCGAAG CAGFIAT000T CCACTCAAAT CTOCTGATTC GTAAGTCGGC TCCTTTGRAA
130 140 150 150 170 180
GAGGCCAAGA A’JAA’JTTATG CCCAGAACAT CAATCAAAAA TAGCTCTGAT TCCAAGTTCT
CTCCGOTTCT TCTTCAATAC 000TCTTGTA GTTAOTTTTT RTC000ACTA AGGTTCA000
1go 200 210 220 230 240
CCACAGCCCG GACACTGTCC CAGTGCACTG TTACGAAACT ACACACAGAC ATCTCTCAGA
GGTGTCGG’JC CTGTGACAGG GTCACGTGRC AATGCTTTGA TGTOTGTCTG TAGAGAGTCT
250 250 270 280 290 300
AACATCCCAC ATCCAA0000 CC000AAAAA CACCCAT000 AGCCTTTCTC CACTTTATAA
TTGTA’JGGTG TAGGTTCCTT GGTTCTTTTT GT000TACCT TC000AAGAG GTGAAATATT
310 320 330 340 350 350
TGAAACCGTT CTTTTAGCAA AAACTCACAA CCAAOCAAAA GCCTGCTRAA TAAGGTGGCT
ACTTTGGCAA GAAAATCGTT TTTGAGTGTT ‘JGTTCGTTTT CGGACGATTT ATTCCACCGA
pS’NEX.B •—*
370 390 390 400 410 420
CTTGATTTGG GAGACAGTCT TCGCTGAGTC CAAGACCTCG GAGCTGTCAC CTTTCTCGCA
GAACTAAACC CTCTGTC000 AGCGACTCAG GTTCT0000C CTCGACAGTG GAAAGAGCGT
430 440 450 460 470 480
TCACC000CC TTTCTACCTG CCGTTCCATA 00000TATTT 000T000TCA CCTTTT000C
AGTGGCT000 AAAGATGGAC 000A000TAT TTCTCATAAA CCCACTCAGT GGAAAATTTG
4go 500 510 520 530 540
TATC00000C AAAACCAATT TGATGTCCTT TATGAGTATG CAGATGCAAA TATTTATTCA
ATAGTCTCCG TTTTGGTTAA ACTACAGGAA ATACTCATAC GTCTACGTTT ATAAATAAGT
550 560 570 590 590 500
AATATTTGCT GATCCAGGAG GATTACTTGG GGAGTATAAA TGACGACATG CTGAAGGCAG
TTATAAACGA CTAGOTCCTC CTAATGAACC CCTCATATTT ACTGCTGTAC GACTTCCGTC
510 520 530 540 550 550
ATGCTA000T CCACTGTAAC 00000TCCAC AGTTCAGACT SATGAAGTTG GC’XCCATCA
TACGATCTTA ‘JGTGACATTG CGCTCAGGTG TCAAGTCTGA CTACTTCARC CGCGGGTAGT
pS’NEX.C —*
570 580 5go 700 710 720
CCAGACTTGG CCATTTGTCA CAAHGACACT ATAAACTGTT TTATACCTAT GATAGCTCTG
GGTCTGAACC GGTAAACAGT GTTNCTGTGA TATTTGACAA AATATOGATA CTATCGAGAC
730 740 750 760 770 790
TAGTATATTA GATTTTAAGA GGAAATGTAT TTCCAGAAAG AAATAAGGGG GAGGGAGAGG
ATCATATAAT CTAAAATTCT CCTTTACATA AAGGTCTTTC TTTATTCCCC CTCCCTCTCC
790 800 810 820 830 840
GTGC000CTC AATGTCTAAT TTTT000TGA CATGAGTAAA GCTTCCATAG TCA’300TTTG
CACGCCTGAG TTACAGATTA AAAATCTACT GTACTCATTT CGAAGGTATC AGTCCTAAAC
850 850 870 880 8go 900
AGRGCCCATC AATGTCCAAC AGGCTGAAAA AAACTCAGGA GATTGTTGTG GTATGAGAGC
TCTCGGGTAG TTACAGGTTG TCCGACTTTT TTTGAGTCCT CTAACAACAC CATACTCTCG
153
910 020 030 040 950 050
CAGTCCAAGO TGCCAAAOTC AARAOAGOCC ACACTOOCCA TAOOAAAOCC TCAACTT000
OTCAGOTTCC ACGGTTTCAG TTTTCTCCGO TOTOACCOOT ATCCTTTCGO AGTTGAACCC
p5’NEX.D —±
970 080 900 1000 1010 1020
AGCTTTATGT AOGTCACTTA CATGCTTTGR ATTTAOACRG OCTGCATTTA CRCAGTTOTA
TCGARRTACA TCCAGTGAAT GTRCGAARCT TAARTCTGTC CGACGTAAAT GTGTCARCAT
1030 1040 1050 1050 1070 1080
TTACAOTTAA TCTCTOGATA AACTCTGAAT GTTCTAAATT TTTTRTATTC T6CTTÛTTTC
AATOTCAATT A’JAOACCTAT TTOAG4ACTTA CAAGATTTAA AAAATATAAC ACOAACAAAG
iooo i100 1110 1120 113G 1140
ACAATATAT’J AGATAOTTOC AACATCACCT TGAATGATGÛ CCTTAGAOGT TCATCTTTAA
TOTTATATAC TCTATCAACO TTGTAOTOGA ACTTACTACC GOAATCTCCA AOTAOAAATT
1150 1160 1170 1100 liQO 1200
OTGTTTTGOT GOGGAOCAGO TGGGAAACAG CCTCTGRAGA CRGCCTTCTC CCAAACCCAG
CACAAAACCA CCCCTCGTCC ACCCTTTGTC GOAGACTTCT GTCGGARGAO GGTTT000TC
1210 1220 1230 1240 1250 1250
T6CATTTCAC CCTCCTT000 AAGTGTTTGG CACTAACAGT GAGC19AGGCT CAGOACTONA
ACGTAAAGTG GGAGGAACCC TTCACAAACC GTGATTGTCA CTCGTTCCGA GTCCTGAC[-IT
127G 1280 1200 1300 1310 1320
CAOAACCATG TCCTTAOTCA CGCTCAGTAA ACATTGTGGA GCTCCCATTG TGGCTCAOHG
GTCTTGGTAC AGGAATCAGT GCGAGTCATT TOTAACACCT CGA000TAAC ACCGAGTCNC
1330 1340 1350 1360 1370 1390
GTAATGAACC CGRCTAGTRT CCGCAAGGAC RCAAGTTCGA TCCCTAACCT CACTCAGTGG
CATTACTTGG GCTGATCRTR GGCGTTCCTG TOTTCARGCT RGGGRTTGOA GTGAGTCACC
1300 1400 1410 1420 1430 1440
GTTAAGOATC CAGCATTGCC ATCAGCTGCA GTGTAOTCGC AGACACAACT CAGATCTGTC
CAATTCCTAG GTCGTAACGG TACTCGACGT CACATCA000 TCTGTGTTOA GTCTAGACAG
1450 1450 1470 1480 1400 1500
ACTGCTOT’JG AAGCGGTGTA GGCTGGCAOC TGCAGCTCTG ATTCAACCCC TAGCCT000A
TGACGACACC TTCGCCACAT CCGACCOTCG ACGTCGAGAC TAAGTT0000 ATCGGACCCT
p5’NEX.E
—+
1510 1520 1530 1540 1550 1560
ARCACCATAT GCCTT000TG TG’JCCGGCCC TAAAAAGACT ACACARARAR CAAACAAART
TTGTGGTRTA CGGAACCCAC ACCGGCCGGG ATTTTTCTGA TGTGTTTTTT GTTTGTTTTA
1570 1580 1590 1500 1510 1620
ACATGATTAT GATOCAATAA AAAATAATCA ACAAAAATAG AAAGTATAGA AGCCATCAGG
TOTACTRATA CTACGTTATT TTTTATTAGT TOTTTTTATC TTTCATATCT TCGGTAGTCC
1530 1640 1550 1650 1570 1580
TTTAATCCCA CATGTGTTTC ATGGAACGTC TACT0000TG GGAAGTAGGA CAAGTACGTA
AAATTAGGGT GTACACAAAG TACCTTGCAG ATGACCCCAC CCTTCATCCT OTTCATGCAT
1600 1700 1710 1720 1730 1740
GAGAGGAAGG CAAOGGAAAA TGACCATGTG CCAGTTCTGC CCTGGTGTCC TTTCCTTCCC
CTCTCCTTCC GTTCCCTTTT ACTGGTACAC GGTCAAGACG GGACCACAGG AAAGGAAGGG
1750 1750 1770 1780 1790 1800
TGGAGCACTT GGAGGTTGTT CCCCCCTCTT TCCAGGTCAC CTGTCCTAAA AGGCTGCCTT
ACCTCGTGAA CCTCCAACAA GGG000AGAA AOGTCCAGTG GACAGGATTT TCCGACGGAA
154
1810 1820 1830 1840 1850 1850
CTTTCTTOTC CTCCGCAOAC ACCCCCAGCC TCCCCCATOT AAATOCOCAC AGOACAG’JAA
GAAAOAACRO GAOCCOÎCTO T00000TCGO A00000TACA TTTACOCOTO TCCTOTCCTT
1870 1880 1890 1900 1910 1920
GACAAATTTC A0066060AA CTTGAOCTGA CCAOTFICRGC GCCT6TCTAT AA060AOGAO
CTGTTTAAAO TCCCCCCCTT OAACTCOACT OOTCATOTCG COSACROATA TTCCCTCCTC
1930 1940 1950 1950 1970 1900
CCAAATTGCC ACATCTTOAA TTCTOCTTTT GTTCTACCAG CTGCCOCTTC TAAGTTCTTA
GGTTTAACGO TGTAOAACTT AAGACOAAAA CAAGATGGTC OACGGCOAAG ATTCAAGAAT
1990 2000 2010 2020 2030 2040
TTTAATGAAA GTATTTGCTT TTCTACAAAC ACATOTAAAT TTCCTACCCC TTACTTGTCA
AAATTACTTT CATAAACGAA AAOATGTTTG TOTACATTTA AAGGAT0000 AATOAACAGT
2050 2050 2070 2080 2090 2100
CAOCCAAAOA OAOCCCAGTA AOCAOTCATC AASCAASAAA GCCTATTTCA AACAAATCAC
GTCOGTTTCT CTC600TCAT TCGTCROTAO TTCCTTCTTT COCATAAAOT TTCTTTAIJTG
2110 2120 2130 2140 2150 2150
TATAATTGAC AATTTCAOTG TAAACAATOC CGTCOCCACG ATTOATGAAC TTOCCAATTG
ATATTAACTC TTAAAGTCAC ATTTGTTACG GCAGCGGTGC TAACTACTTC AACGOTTAAC
2170 2190 2190 2200 2210 2220
CTCTOCCCTC TTGTAOATTT AACAOTGTCO CTAAAATTTA TTCTCATGAA CAGTTCTTAA
GAGAC000AiJ AACATCTAAA TTCTCACAGC OATTTTAAAT AAGAOTACTT OTCAAOAATT
2230 2240 2250 2250 2270 2280
TTAAOAOAOT ARTATOCTRO AGTAAAAAAA AAAAAASTTO NOTACCTOTA OTOUAROATA
AATTCTCTCA TTATACGATC TCATTTTTTT TTTTTTCAAC HCATOOACAT CACCTTCTAT
2290 2300 2310 2320 2330 2340
ATCATAIRCAC CTCAAG6OAT TCOATTCCCT T&TTTCACAC CCTCCACTOO OTTCTCAAOA
TA’JTATTGTO OAGTTCCCTA AGCTAA666A ACAAAGTGTG GOAGGTCACC CAAGAGTTCT
± pSNEX.5
2350 2350 2370 2390 2390 2400
CCCTA’JAATA RRATCCAAAA GCCACRCNTG GCTTTRCAGG CCCTTCAGGA RCTGGTCCCT
GGGATCTTAT TTTAGGTTTT COCTOTOHAC COAAATDTCC 009AAGTCCT TOACCA000A
2410 2420 2430 2440 2450 2450
TCTTCTTCAC CTCCTTTCTC ACCTOTCCCC TCHATOTCCC TTACTTTOCA OCTACATTOA
AGAAGAA’JTO GAOGRAROAS TGGACA0000 AGMTACA000 AATGAAACGT CGATGTAACT
2470 2480 2490 2500 2510 2520
CTTCTGRGTG TCCACCTCGG TTCCCACCTC A800CCGTTG CCCAGCCACC CCTCTGCTTG
GAAGACTCAC AGGTGGAGCC AA600TGGAC TCCCGGCAAC GGGTCGOTGG GGAGACGRAC
2530 2540 2550 2550 2570 2580
GCACACCCTT CTTCCTGATC AGGATACGGC AGTCTTTCTC ATCACTCAGG TCTCAGCACR
CGTGTGOGAA GAAGGACTAG TCCTATGCCG TCAGAAAOAG TAGTGAGTCC AGAGTCGTGT
2590 2500 2610 2620 2530 2540
CCTGTCCCTC TGCAGAGGTG GCCCCGTGAC TGTCCTATCT AGCGGTGCGC CACCCCTGGT
GGACAGGGAG ACGTCTCCAC C000GCACTG ACAGGATAGA TCGCCACGCG GTGGGGACCA
2550 2550 2570 2580 2590 2700
CCTTCATTTA CTCTCATCTC TGTGCCTCAT CGATGCTGAC CCCTCTCTGA GATGACCATA
GGAAGTAAAT GAGAOTAGAG ACACGGASTA GCTACOACTS 000AGAGACT CTACTGGTAT
155
2710 2720 2730 2740 2750 2760
TTOCTCCCTG GTTTATTTTC TOTCTCCCGT CTAOAATATC AGTTCCAROA 0000AA000T
AACGA000AC CAAATARAAO ACAGA000CA GATCTTATAG TCAAOGTTCT CCCGTTCCCA
4— pS’NEX.3
2770 2780 2790 2800 2810 2820
CTTGGTCATC TTATTTACAG TTCTGTGCCC RGTCCTTAGG GCAGTRACCC CTTGGTAGRT
GRACCRGTRG RRÎRAATGTC RAGRCAC000 TCAGGRRTCC CGTCATTGGG GARCCRTCTR
2830 2840 2850 2860 2870 2880
ACTflATGTAA CTGAATGAAG GATGOATACA AG#ATGAAAT RACGATTAGA AOflGTGTCTG
TGRTTACATT GACTTACTTC CTACCÎATGT TCTTACTTTA TTGCTAATCT TCTCACAGAC
2990 2000 2010 2920 2930 2940
OCAGAGGAOT TCCCRTTGTG GTGCiRGCAAC TRGTTCCCCT TGTGGTGAT CCRACTflGTA
CGTCTCCTCA R060T#i9CAC CACOTCGTTO RTCI9A0000A ACACCACTTA GGTTGATCAT
4— pS’NEX.4
2950 2960 2970 2980 2990 3000
tRCCACGAGGT TGCAGGTTTG ATCCCTGGCC TCCGTCAGTO GGCTAAG6AT CCGACGTTGC
TGGTGCTCCR RCGTCCAARC TAGGGACCGG RGGCRGTCRC CCGATTCCTA GGCTGCAACG
3010 3020 3030 3040 3050 3060
CGTGAGCTGT GGTGTTGGTT GCAGATGCGG CTCAGATCTT GAGT600TGT GTCTGTGGCG
GCACTCGACA CCACAACCAA CGTCTACOCC GAGTCTAGAA CTCRCCOACA CAGACACCGC
3070 3080 3090 3100 3110 3120
TRGGCCGGCR GCTGCAGCTC CAATTCGRCC CCTRGCTTGG ARACCTCCRT RTGCCATGGG
RTCCGGCCGT CGACGTCGflG GTTAAGCTGG GGATCGAACC TTTGGflGGTA TACGGTflCCC
4— p5’NEX.2
3130 3140 3150 3160 3170 3180
TGCiRGCCCTA ARAAOCAAAA ATAAATAAiRT TAAATRRAAT AATTTRAAGA TGAGTGTCTÛ
ACGTC606AT TTTTCGTTTT TATTTATTTA ATTTATTTTA TTAAATTTCT ACTCACAGAC
4-
3190 3200 3210 3220 3230 3240
GCACAGAATT GGGACCCAGC AAGTGGAAGT TTCCTTCCTC TCTCTCCCTA TCCCCCTGAC
CGTGTCTTAA CCCT000TCG TTCACCTTCA AAGGAAGGAO AGAGAGGGAT A0000GACTG
p5’NEX.l
3250 3260 3270 3280 3290 3300
ATARTATAGA GGARGACAAT TTAATCTACA CAGTTGTCTT GAATATATTA RAGACATTCT
TATTAÎATCT CCTTCTGTTA AATTAGATGT GTCAACAGAA CTTATATAAT TTCTGTAAGA
3310 3320 3330 3340 3350 3360
GTTAGAGTGT RTTAAATCAT ATCTAGCTGA GTACAAAATA GCTCCCACCC CAAAAGTGTT
CAATCTCACA TAATTTAGTA TRGATCGACT CATGTTTTAT CGA600TGGG GTTTTCACAA
3370 3390 3390 3400 3410 3420
CATTTAGGTA GACTGTAAAT ATTTTCTGGA TCTCATTTCT CAGGTTGTCC TTGGTGGAAG
GTAAATCCAT CTGACATTTA TAAAAGACCT AGAGTAAAGA GTCCAACAGG AACCACCTTC
4— SaWp5’NEX.6
3430 3440 3450 3460 3470 3480
GAACC AIG.
CTTGG 4’i€-
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Fïgure 20. Comparaisons entre les séquences 5’flanquantes du gêne PAf] chez le porc,
l’humain et la souris. Les blocs d’homologie sont représentés par des rectangles. La
longueur en pb et le degré de similarité (%) sont indiqués juste au-dessus des rectangles.
Les rectangles gris représentent la comparaison de l’homologie entre la séquence porcine et
la séquence humaine. Les rectangles hachurés représentent la comparaison entre la
séquence humaine et la séquence murine. Les lignes parallèles entre les espèces
correspondent à la conservation d’un ou de plusieurs blocs d’homologie.
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Figure 21. Sites de reconnaissance potentiels de facteurs de transcription impliqués lors de
la détermination du sexe sur le promoteur du gène FAT] chez différentes espèces.
O 1 site consensus
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SRY séquence consensus: (alt)(a/t)CAAa/tG (Nasrin et al., 1991; Harley et al., 1994)
C’
I I I ° I ° I I ORF PN1 porcin
I I ° I I ORF PNJ humain
I ° I I ORFPNlmurin
-5kb -4kb -3kb -2kb -1kb
SOX9 séquence consensus: GAACAATGG (Mertin et al., 1999)
‘O C’ ‘n
I I P I °I °I I ORF PN1 porcin
I I I I ORFPNJ humain
I I I
- I ORFPNlmurïn
-5kb -4kb -3kb -2kb -1kb
WT1 séquence consensus: GTGGG (Hossain et Saunders, 2001)
C’ O
I I I I ORF PNJ porcin
I I I I ORFPNlhumain
I I °°I I °° I H ORFPNlmurin
-5kb -4kb -3kb -2kb -1kb
SF1 séquence consensus: GGTc/tA (Parker et Schimmer, 1997)
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ORF PNÏ porcin
ORf PN1 humain
ORf PN1 murin
GATA séquence consensus: (alt)GATA(g/a) (Viger et aÏ., 1998)
--°-H--H
.oI I
ORF PN1 porcin
ORF PN1 humain
ORF PN1 murin
H
H
H
-5kb
-J ORF PN1 porcin
I ORFPNlhumain
I ORFPNlmurin
-5kb -4kb -3kb -2kb -1kb
I I
-5kb -4kb -3kb -2kb -1kb
Lhx9 séquence consensus: TAACAA (Wilhelrn et al., 2002)
I II I I
I I I
I I I
-4kb -3kb -2kb -1kb
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3.2.9 Études de co-transfections du promoteur du gène PN1 dans les
cellules CV-1
Tout comme il a été fait pour le gène VNNJ porcin, différents facteurs de
transcription ont été testés afin de trouver si l’un deux pouvait avoir un effet direct sur le
promoteur du gène FNJ porcin. Parmi les facteurs étudiés (SRY porcin, Sox9 porcin, WTY
porcin, Sf1 murin, Gata4 murin et Lhx9 murin), seulement le facteur Gata4 semblait avoir
un effet direct sur le promoteur PNJ porcin. La figure 22a montre l’effet transactivateur du
facteur Gata4 murin sur l’expression de la GFP sous le contrôle du promoteur PNJ porcin.
Pour une quantité croissante de construction CMVp-GATA4murin, l’expression du vecteur
rapporteur augmente. À une concentration de I OOng/puits de CMVp-GATA4 murin,
l’expression est augmentée d’au moins 2 fois par rapport à l’expression du contrôle sans
GATA4 murin. La figure 22b démontre que pour des concentrations croissantes, le facteur
50X9 porcin n’a aucun effet sur le promoteur PN] porcin. Par contre, lorsque le facteur
SOX9 porcin est co-transfecté avec le facteur Gata4 murin, il semble capable d’annuler
l’effet transactivateur du facteur Gata4 murin sur l’expression du promoteur PN1 porcin
(figure 22c).
3.3 GÈNE fGF9 PORCIN
3.3.1 Amplification de la séquence de l’ADNc du gène fGF9 porcin
La stratégie de l’amplification de l’ADNc porcin du gène fGF9 est illustrée à la
figure 23. À partir de l’ARN poly(A)+ de rein de porc mâle adulte, une RT a été produite à
l’aide de l’amorce hFGF9. Ï (table IV, p.86) Suite à cette RT, un premier fragment d’ADNc
de la taille de 667 ph a été amplifié par PCR avec les amorces hétérologues fGF9.B et
fGF9.3 (table IV, p.86). Afin de produire la séquence de l’extrémité 3’ de l’ADNc du gène
FGF9 porcin, l’amorce ADT7TI7 qui reconnaît la queue poly(A)+ de l’ARNm a été
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Fïgure 22. A) Effet de transactivation de la séquence porcine 5’flanquante du gène FN1 par
le facteur Gata4 murin. 5Ong de la construction 3,5kb pPNlp-GfP a été co-transfecté avec
différentes quantités (en ng/puits) de vecteur d’expression qui contient la séquence codante
du facteur Gata4 murin sous le contrôle d’un promoteur CMVp. Les données représentent
les « least square means » + SEM; ANOVA : P< 0,0048. B) SOX9 porcin n’a aucun effet
direct sur les séquences 5’flanquantes du gène FNJ porcin. 50ng de la construction 3,4kb
pPNlp-GfP a été co-transfecté avec différentes quantités (en ng/puits) de vecteur
d’expression qui contient la séquence codante du facteur SOX9 porcin sous le contrôle d’un
promoteur CMVp. Les données représentent les « least square means » + SEM; ANOVA:
P<0,l 174. C) Effet inhibiteur du facteur SOX9 porcin sur la transactivation du promoteur
PNJ porcin exercée par le facteur Gata4 murin. Cette fois, 50 ng de la construction 3,4kb
pPNlp-GfP a été co-transfecté avec 100 ng de facteur Gata4 murin (CMVp-mGATA4) et
ÏOOng de facteur SOX9 porcin (CMVp-SOX9). Les données représentent les « Ieast square
means » ± SEM; ANOVA : P<0,0 103. Les transfections transitoires ont été effectuées dans
les cellules CV-1. La quantité totale d’ADN a été gardée constante en complétant avec le
vecteur pBK-CMV sans insert. Pour l’analyse graphique, la fluorescence basale de la
construction 3,4kb pPNlp-GFP seule a été déterminée à iX. Les comparaisons multiples
ont été effectuées par Tukey-Kramer P<0,05.
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Figure 23. Résumé de la démarche utilisée pour le clonage complet de 1’ADNc du gène
fGF9 porcin.
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utilisée pour faire la RT. Les amorces pFGf9.D (table IV, p.86) et ADET7 (Table II, p.59)
ont permis de produire un fragment de la taille de 169 pb. À partir de la séquence de
l’ADNc du gène fGF9 humain, une amorce a été synthétisée afin de pouvoir amplifier une
portion de l’extrémité 5’ non traduite de l’ADNc porcin. Les amorces hFGF9.G et pFGF9.8
(table IV, p.86) ont été utilisées pour cloner un fragment de 403pb directement à partir de
l’ADN génomique de porc mâle. Le séquençage de ces trois fragments a permis d’obtenir
la séquence partielle de l’ADNc du gène FGF9 porcin.
3.3.2 Séquence partielle de l’ADNc du gène FGF9 porcin
La séquence complète de l’ADNc du gène FGF9 porcin ainsi que la localisation et
la direction des différentes amorces utilisées pour l’amplification et le séquençage sont
représentées à la figure 24. Cette séquence de la taille de $43 pb a été soumise à la banque
de données internet GenBank (www.ncbi.n1m.nih.ov) sous le numéro d’acceès AY033$25. Le
codon du début de la transcription est situé à la position nucléotidique 149 et le codon de la
fin de la transcription est situé à la position nucléotidique 775. À partir de cette séquence, il
a été possible de déduire la séquence en acides aminés de la protéine FGf9 porcine codée
par le gène fGf9 porcin. Cette séquence est représentée à la figure 25.
3.3.3 Recherche de séquences similaires à la séquence codante porcine du
gène FGf9 chez les autres espèces
La séquence codante du gène FGf9 porcin a été soumise à une comparaison avec
l’ensemble des séquences disponibles dans la banque de données GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). La figure 26 fait état des séquences de gènes qui ont un fort
pourcentage de similarité avec la séquence codante porcine. Parmi la liste, on retrouve les
séquences du gène fGf9 humain, murin et de rat. La séquence codante du gène FGf9 est
très bien conservée entre les espèces. La table 9 résume les données obtenues. La séquence
codante porcine est similaire à la séquence humaine à 93,7%, à la séquence murine à 90,4%
et à la séquence de rat à 9 1,5%. Lorsqu’on compare la séquence humaine
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Figure 24. Séquence complète de la séquence codante du gène fGf9 porcin. Les amorces
utilisées pour le clonage et le séquençage du gène sont soulignées. Une flèche orientée .
indique que c’est une amorce sens, alors qu’une flèche orientée indique que c’est
une amorce antisens. Les deux premiers encadrés identifient le début et l’arrêt de la
trranscription de ce gène. Le dernier encadré met en évidence la queue poly(A)+ du
transcrit.
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FGF9.A
—*
10 20 30 40 50 60
ATGCATTTAR TGGATTÛAAG AAAA’GaCCT TTTTTTCTCT CTCTGCAACT GCAGTAAGGG
TRCGTARATT ACCTRRCTTC TTTTCCTOGA RARA00000A 000ACOTTGA CGTCATTCCC
FGF9.B -+
70 80 00 100 110 120
A0600AOTTO GATATACCTC OCCTARTRTC TCCT000TTO GCACCATCAT TATTGTTTAT
TCCCCTCAAC CTATATG6AC 006ATTATAS A6OACCCAAC COTÛ6TAOTA ATAACAAATA
DÉBUT
130 140 1 160 170 180
COCTGTGCTC CAAAAGCCQA OGCTTCTC T G CTCCCCTA GGTGAAGTTG GGAACTATTT
GCGACACGAG GTTTTCGGCT CCGAAGA TA C GA0600AT CCACTTCAAC CCTTGATAAA
100 200 210 220 230 240
CGGTGTGCiRG GATGCAGTAC CGTTT000AA TGTGCCCGTG TTGCCGGTGi3 ACAGCCCGDT
GCCACACGTC CTACGTCATG GCAAACCCTT ACACGGGCAC AACGGCCACC TGTC060CCA
250 260 270 280 200 300
TTT6TTAA6T GACCACCTOA GTCAGTCCGA AGCA600006 CTTCCCA000 GACCCGCAGT
AAACAATTCA CTGGTG’JACT CAGTCAGGCT TCGTCCCCCC GAA000TCCC CT066CGTCA
310 320 330 340 350 360
CACGGACTTG IJATCATTTAA A0000ATTCT CAGGCGGAGG CAGCTGTACT GCAGGACTGG
GTGCCTGAAC CTAGTAAATT TCCCCTAAGA GTCCGCCTCC GTCGACATGA CGTCCTGACC
370 380 300 400 410 420
ATTTCACTTA GAAATCTTCC CCAATGGTAC TATCCAGGGA ACCAGGAAAG ACCACAOCCO
TAAAGTGAAT CTTTAGAAGG GOTTACCATO ATAGOTCCCT TGGTCCTTTC TGGTGTCGGC
4— FGF9.8
430 440 450 460 470 480
CTTTGGCATC CTG6AATTCA TCAGTATAGC CGTGGGCTTG GTCAGCATTC 600GCGTGGA
GAAACCGTAG GACCTTAAGT AGTCATATCG GCACCCGAAC CAGTCGTAAG CCCCGCACCT
400 500 510 520 530 540
CAGCGGACTC TACCT000CA TGAACGAGAA 00000AGCTG TACGGATCCG AAAAACTAAC
GTCGCCTGAG ATGGACCCGT ACTTGCTCTT CCCCCTCGAC ATGCCTAGGC TTTTTGATTG
550 560 570 580 500 600
CCAAGAGTGT GTATTCAGAG AACAGTTTGA AGAAAACTGG TATAACACGT ACTCCTCGAA
GGTTCTCACA CATAAGTCTC TTGTCAAACT TCTTTTGACC ATATTGTGCA TGAGGAGCTT
FGF9.C
—+
610 620 630 640 650 660
TCTGTACAHA CACGTGGACA CT6GAAGGCG GTTCTATGTG GC6TTAAACA AGGAC6G6AC
AGACATGTTT OTGCACCTGT GACCTTCCGC CAA6ATACAC CGCAATTTGT TCCTGCCCTG
FGF9.D
-+
670 680 600 700 710 720
CCCCAGAGAA GGAAC’3AGGA CTAAACGGCA CCAGAAATTC ACACATTTTT TACCTAGACC
GGGGTCTCTT CCTTGCTCCT GATTTGCCGT GGTCTTTAAG TGTGTAAAAA ATGGATCTGG
4— FGF94
730 740 750 760 770 ARRE
AGTGGACCCG GACAAAGTCC CCÛAACTATA TAA600TATT CTAAGCCAAA G’4TGAjDAAAG
TCACCTGGGC CTGTTTCAGG GGCTTGATAT ATTCCTATAA GATTCGGTTT CFIACTIJTTTC
4— FGF9.2
700 800 810 820 830 840
ACTCTTTCTT CACTTGAGCC CTTAAAAAAG TAACCACTAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA
TGAGAAAGAA GTGAACTCGG GAATTTTTTC ATTGGTGATT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT
4— FGF9.1
850 860 870 880 000
AAA
TTT
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Figure 25. Séquence en acides aminés de la protéine FGF9 porcine déduite de la séquence
codante du gène fGf9 porcin.
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figure 26. Liste des gènes qui possèdent une plus forte homologie avec la séquence
codante du gène FGf9 porcin (Sus scrofa fibroblast growth factor 9 mRNA...) suite à
une recherche effectuée dans le moteur de recherche BLAST offert par le site internet
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gi1154876%0lgbIAY033825.21 Sus scrofa fïbroblast growth fac... 1243 0.0
iI4503706lreflNM 002010.1 Homo sapiens fibroblast growth
...
94 0.0
gi139 171 8IdbjID 14838.1 IHUMFGf Homo sapiens FGf-9 mRNA for f... 94 0.0
gi125742765lreflNM 012952.11 Rattus norvegicus fibroblast g... 0.0
gi139 1 $52IdbjID 14839. t IRATFGF Rat mRNA for FGF-9, complete cds $7 0.0
gil 1488391 lgbIS$2023. I IS$2023 fibroblast growth factor 9 [m... 79]. 0.0
gil I l074581dbj1D38258. I IMUSFGF9 Mus musculus FGF9 mRNA for ... 791 0.0
gil73O5O56IreflNM 0135 18.11 Mus musculus fibroblast growth
... 771 0.0
gui l613461gb1U33535.11MMU33535 Mus musculus fibroblast gro... 0.0
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Table IX. Pourcentages de similarité existant entre les séquences codantes du gène fGF9
chez différentes espèces de mammifères. Les séquences homologues ont été comparées à
partir du codon du début de la transcription (ATG) jusqu’au codon de terminaison.
.....
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ESPÈCES Sus scrofa Homo sapiens Mus musculus Rattus norvegicus
fGf9 fGf9 fgJ9 fgJ9
(Numéro d’accès
dans GenBank) (AY033825) (NMOO2OIO) (NM013518) (NM012952)
Sus scrofa
fGF9 100%
(AY033825)
Homo sapiens
fGf9 937% 100%
(NM0020 10)
Mus musculus
f9 90.4% 92.2% 100%
(NM01351$)
Rattus
Norvegicus 91.5% 93.8% 97.4% 100%
FgJ9
(NMO 12952)
.••••••.•.••••.
.....
... .......:... . ••..
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avec les séquences porcine et murine, la séquence porcine est un peu plus similaire à la
séquence humaine (93,7%) que la séquence murine (92,2%).
3.3.4 Comparaison entre les séquences en acides aminés du gène FGf9
chez le porc, l’humain, la souris et le rat
Les séquences en acides aminés de la protéine fGf 9 sont comparées entre les
espèces à la table X. Les séquences en acides aminées sont déduites des séquences codantes
disponibles dans la banque de données GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Tout comme les
séquences codantes, les séquences en acides aminés sont très bien conservées entre les
espèces. La séquence porcine a 99% de similarité avec la séquence humaine, 98,1% avec la
séquence murine et 98,6% avec la séquence du rat. Par rapport à la séquence humaine, les
séquences porcine et murine sont à égalité avec 99% de similarité. C’est la séquence de la
protéine FGf 9 du rat qui se rapproche le plus de la séquence humaine avec 99,5% de
similarité.
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Table X. Pourcentage de similarité existant entre les séquences en acides aminés de la
protéine FGF9 qui découlent de la séquence codante du gène FGF9 chez différentes
espèces de mammifères.
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ESPÈCES Sus scrofa Homo sapiens Mus musdulus Rattus norvegicus
fGF9 FGF9 fgf9 Fgf9
(Numéro d’accès
dans GenBank) (AY033825) (NMOO2O1O) (NM0135 18) (NM012952)
Sus scrofa
FGF9 100%
(AY033825)
Homo sapiens
FGF9 99% 100%
(NMOO2O 10)
Mus musculus
FGF9 98.1% 99% 100%
(NM_013518)
Rattus
Norvegicus 98.6% 99.5% 99.5% 100%
FGF9
(NM 012952)
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4 DISCUSSION
Depuis quelques années, les chercheurs étudiant la déterminationldifférenciation du
sexe chez les mammifères tentent de préciser et de perfectionner leur modèle. En plus de
SRYet de SOX9, un survol des autres gènes clés impliqués lors de la détermination du sexe
tels que WNT4, DAXJ, WTJ, DMRT1, SF1 et MIS révèle que les régulateurs
transcriptionnels sont hautement représentés dans ce modèle. Les gènes manquants de cette
voie comme ceux qui codent pour les molécules liées à la membrane, les molécules de
signalisation et leurs récepteurs, les protéines de transport, les régulateurs de
l’import/export nucléaire, les facteurs de croissance, les enzymes et les protéines
structurales restent à être identifiés. Il s’agit en fait des gènes qui ont un rôle à jouer lors de
la différenciation des sexes immédiatement après l’événement de la détermination des
sexes. De nombreux efforts ont été faits afin de découvrir de nouveaux gènes candidats.
Dans cette optique, plusieurs groupes se sont lancés soit dans des études de criblage de
librairies d’expressions différentielles dans les gonades en développement (Nordqvist et
Tôhônen, 1997 ; Grimmond et al., 2000 ; Bowies et al., 2000), soit dans des études de
souris transgéniques (Colvin et aÏ., 2001). Ces études ont permis entre autre d’identifier
trois gènes candidats chez la souris qui agiraient en aval de Siy, il s’agit des gènes Vnnl,
Pu] et Fgf9. Dans le cadre de mon projet de maîtrise, je me suis intéressé à ces trois gènes
etje les ai étudiés dans le contexte de la déterminationldifférenciation du sexe chez le porc.
De plus, j’ai ajouté un volet comparatif à mon projet qui allait me pennettre de comparer
les gènes VNN1, PNJ et FGF9 porcin entre eux, mais aussi entre les espèces de
mammifères.
4.1 MISE EN PLACE DES OUTILS MOLÉCULAIRES
Avant de débuter toute analyse, il a fallu mettre en place les outils moléculaires,
c’est-à-dire cloner la séquence codante et la séquence 5’flanquante porcine de chacun des
gènes choisis. Les gènes VNN1, PNJ et fGF9 étant clonés seulement chez l’humain et chez
la souris, il fallait opter pour une stratégie me permettant de cloner rapidement et
facilement les séquences porcines.
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4.1.1 Clonage des séquences codantes porcines des gènes VNN1, PN1 et
FGf9
La technique de clonage utilisée pour cloner l’ADNc des trois gènes à l’étude avait
déjà été mise en place dans le laboratoire au moment de mon arrivée, et elle avait permis le
clonage de plusieurs gènes porcins impliqués lors de la déterminationldifférenciation du
sexe. Cette stratégie se base sur la conservation des séquences codantes entre les différentes
espèces. Les séquences codantes humaines et murines étant maintenant facilement
accessibles dans les banques de données grâce aux grands projets de séquençage, il
s’agissait de comparer pour chaque gène la séquence codante humaine avec la séquence
codante murine. Les régions de forte similarité qui existaient entre ces séquences ont été
utilisées dans le but de générer des amorces dites hétérologues. Ces amorces ont permis de
produire un premier fragment de la séquence codante porcine de chaque gène à l’étude. À
partir de la séquence de ce premier fragment, il a été possible de synthétiser des amorces
spécifiques dites homologues pour compléter les séquences codantes porcines en allant
chercher les séquences des extrémités 3’ et 5’. Dans le cas du gène VNN1 porcin, cette
stratégie a permis de cloner 1668pb de la séquence codante porcine. Cette séquence a été
soumise dans la banque de données GenBank (# AF35091 1). Le codon du début de la
transcription est situé à la position nucléotidique 21 et le codon de la fin de la transcription
est situé à la position nucléotidique 1562. Dans un deuxième temps, il a été possible de
cloner l955pb de la séquence codante porcine du gène FN]. La séquence a été soumise
sous te numéro d’accès AY059415 dans la banque de données GenBank. Le codon du
début de la transcription est situé à la position nucléotidique 20 et le codon de la fin de la
transcription est situé à la position nucléotidique 1213. Finalement, la même stratégie à été
utilisée dans le but de cloner 843pb de la séquence codante porcine du gène FGF9. La
séquence a été également soumise dans la banque de données GenBank sous le numéro
d’accès AY033825. Le codon du début de la transcription est situé à la position
nucléotidique 149 et le codon de la fin de la transcription est situé à la position
nucléotidique 775.
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4.1.2 Stratégies de clonage des séquences 5’flanquantes des gènes VNN1,
PNJ et fGf9 porcin
Dans un premier temps, une méthode de clonage basée sur la création d’une mini
génothèque de tailles sélectionnées suivie d’une amplification par PCR ancré et d’une
seconde amplification par PCR intégré ont été utilisées pour obtenir les séquences
5’flanquantes des trois gènes porcins. Pour le gène VNNI, cette technique a permis le
clonage d’un premier fragment génomique porcin 5’ de 1,9kb qui a ensuite été séquencé.
Afin d’obtenir un plus grand fragment génomique 5’ porcin pour te gène VNNJ, une
deuxième ronde de PCR ancré et intégré a été tentée sur la mini-génothèque de tailles
sélectionnées, mais cette fois avec des amorces antisens spécifiques au bout 5’ du premier
fragment génomique de l,9kb. Cette tentative s’est avérée sans succès. Dans le cas des
gènes PNJ et fGf9 porcins, cette stratégie s’est avérée aussi inutile. face à cette impasse,
il fallait trouver un autre moyen pour cloner un plus grand fragment génomique 5’ pour le
gène VNN] porcin et aussi pour identifier les séquences S’flanquantes des deux autres
gènes porcins FNJ et fGF9.
La deuxième technique de clonage qui a été utilisée pour contourner les difficultés
techniques est la création de quatre mini-librairies d’ADN génomique porcin non-clonés.
Chacune des quatre mini-librairies contient l’ensemble du génome porcin, contrairement à
la mini-génothèque de tailles sélectionnées. De plus, les quatre mini-librairies ne sont pas
clonées dans un vecteur, ce qui réduit considérablement le temps de création relativement à
la mini-génothèque de tailles sélectionnées où il faut passer préalablement par les étapes
d’un immunobuvardage de type Southern, d’une extraction d’ADN industrielle et d’une
ligation. Le criblage par PCR de chacune des quatre mini-librairies d’ADN génomique
porcine a permis d’amplifier un deuxième fragment de la taille de 3,3kb en amont du
premier fragment génomique 5’ de 1,9kb du gène VNN-] porcin. La somme des deux
séquences des deux fragments génomiques clonés donnait une séquence totale de 5kb pour
la région promotrice du gène VNNI porcin. Cette longueur de promoteur a été jugée
suffisante pour mes différentes études. Pour ce qui est du gène PN] porcin, cette deuxième
stratégie a permis d’obtenir un fragment génomique de SOOpb dans un premier temps et un
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autre fragment de 3kb dans un deuxième temps. Les deux fragments ont été séquencés et
mis ensemble pour donner une séquence totale de 3,5kb pour la région promotrice du gène
PN1 porcin. Finalement, cette deuxième technique s’est avérée aussi négative que la
première dans le cas du clonage des séquences 5’flanquantes du gène fGF9 porcin. Nous
avons donc décidé de continuer nos travaux uniquement sur les gènes VNNJ et PN]
porcins.
4.2 CARACTÉRISATION DES SÉQUENCES CODANTES ET DES
SÉQUENCES EN ACIDES DES GÈNES VNN1, PN1 et fGf9
Suite au séquençage complet des ADNc des trois gènes porcins (VNNJ, PN] et
FGF9), chaque séquence a été soumise à une comparaison avec l’ensemble des séquences
disponibles dans la banque de données GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Les séquences
des espèces de mammifères qui possédaient une forte homologie avec les séquences
porcines ont été sélectionnées et leur séquence codantes ont été comparées avec les
séquences codantes des gènes porcins en terme de pourcentage de similarité.
4.2.1 Comparaison de l’homologie des séquences du gène VNN1 chez
différentes espèces
Outre les séquences humaine et murine du gène VNN], on retrouve les séquences
humaine et canine du gène T1fF66 dans la liste des gènes qui possèdent une bonne
similarité avec la séquence porcine. La séquence porcine du gène VNNJ possède 84%
d’homologie avec la séquence humaine, 76,6% avec la séquence murine et 84,1% avec la
séquence canine du gène T1ff66. VNN] est donc un gène bien conservé entre les espèces.
Par contre, il semble que la séquence codante porcine est plus proche des séquences
humaine et canine que de la séquence murine. De plus, par rapport à la séquence codante
humaine du gène VNNJ, la séquence porcine est plus similaire (84%) que la séquence
murine (78,5%).
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Pour ce qui est de la séquence en acides aminés, elle semble aussi bien conservée
entre les espèces. La séquence porcine est semblable à la séquence humaine à 79,3% et à la
séquence murine à 76,2%. La protéine VANIN-1 porcine possède 78,6% d’homologie avec
la protéine TIFF66 chez le chien domestique. Par rapport à la séquence en acides aminés
humaine, la séquence porcine est plus similaire (79,3%) que la séquence murine (77,3%) et
un peu moins que la séquence canine de la protéine T1fF66 (79,7%). Ces résultats sont
semblables à ce qui avait été observé pour les séquences nucléiques.
4.2.2 Comparaison de l’homologie des séquences du gène PN1 chez
différentes espèces
Parmi les gènes qui ont une forte similarité avec le gène FNJ porcin, on retrouve le
gène de l’inhibiteur de la protéase sérine (SERFINE 2) bovin et humain, le gène de la
NEXIN (GLIA DERIVED NEXIN) humain et de rat et le gène de l’inhibiteur I du
plasminogène activé (PÏasrninogen-activated-inhibitor 1) de souris, humain et bovin.
Malgré leurs noms différents, tous ces gènes sont en fait des gènes orthologues. Une
nouvelle nomenclature a regroupé toutes ces protéines dans une superfamille d’inhibiteur
de protéase sérine (SERPTN), dans la sous-classe E2 (Silverman et al., 2001). La séquence
codante du gène FN-1 porcin possède de très hauts pourcentages de similarité avec le gène
GLJA-DERJVED NEXIN chez l’humain (88,9%) et chez le rat (83,1%), avec le gène
SERFINE 2 chez le bovin (90,7%) et avec le gène Plasrninogen-activated-inhibitorl chez
la souris (83,4%). Par rapport au gène GLIA-DERJVED NEXIN chez l’humain, la séquence
codante du gène FNJ porcin (88,9%) est un peu plus similaire que la séquence codante du
gène Plasm inogen-activated-inhibitor 1 de souris (84%).
La séquence en acides aminés de la protéine NEXIN-1 porcine démontre un fort
pourcentage de similarité avec les protéines codées par les gènes GLIA-DERIVED NEXIN
humain (92,9%) et de rat (86,2%), par le gène SERFINE 2 bovin (94,7%) et par le gène
Flasrninogen-activated-inhibitor 1 de souris (87,2%). Par rapport à la séquence en acides
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aminés humaine, la séquence porcine est plus similaire (92,9%) que la séquence murine
(85,1%).
4.2.3 Comparaison de l’homologie des séquences du gène FGF9 chez
différentes espèces
La séquence codante du gène FGf9 porcin est similaire à la séquence humaine à
à la séquence murine à 90,4% et à la séquence du rat à 91,5%. La séquence de
fGf9 en acides aminés est très bien conservée entre les espèces. La séquence porcine a
99% de similarité avec la séquence humaine, 98,1% avec la séquence murine et 98,6% avec
la séquence du rat. Par rapport à la séquence humaine, les séquences porcine et murine sont
à égalité avec 99% de similarité. C’est la séquence de la protéine Fgf9 du rat qui se
rapproche le plus à la séquence humaine avec 99,5% de similarité.
De façon générale, les gènes VNN], PNJ et fGF9 et les protéines encodées par ces
gènes démontrent une conservation variable entre les espèces. Le gène VNN] démontre une
conservation moins forte. Il est possible de croire que ce gène ait connu des changements
évolutionnaires rapides similaire à ceux observés pour le gène SRY(Whiffield et al., 1993)
et pour le gène DAX] (Swain et al., 1996). Pour ce qui du gène FNJ, il est plus conservé
entre les espèces que le gène Ï’WNl, mais moins que le gène fGF9. Le gène fGf9 semble
être le plus conservé des trois gènes. Il a probablement été très peu muté au cours de
l’évolution des espèces. Cette molécule fait partie de la grande famille des fGfs qui
régulent plusieurs processus développementaux (Ornitz et Itoh, 2001). Les homologues
fGF ont été décrits chez la plupart des vertébrés, D.melanogaster et C.elegans (Szebenyi et
Fallon, 1999). Par rapport aux autres gènes impliqués lors de la détermination du sexe chez
les mammifères, les résultats de la comparaison des séquences du gène fGf9 ressemblent à
ceux des gènes SOX9 (Wright et aÏ., 1995), MIS (Carré Eusèbe et al., 1996) et 5F-] (Pilon
et al., 2003).
Lors de ces mêmes études comparatives avec les gènes VNNJ, PNJ et FGF9, il a été
trouvé que les séquences codantes porcines, ainsi que les séquences protéiques porcines
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étaient plus similaires aux séquences humaines que les séquences de souris. C’est
également ce qui se passe avec plusieurs autres gènes de la détermination du sexe. Entre les
espèces de mammifère, le porc est un voisin génétiquement proche de l’humain et ces deux
espèces sont éloignées de la souris dans les phylons génétiques. De plus, le génome de
souris est soumis à un taux de mutation deux fois plus élevé que celui du génome humain.
À cause de son cycle de vie relativement rapide, ta souris a produit plus de générations que
le porc et l’humain (Hugo, 2001).
Une analyse approfondie des homologies entre les séquences nucléique et protéique
des trois gènes (VNNJ, PN] et fGF9) montre des différences en taux de mutation. Dans le
cas du gène VNNJ, tes pourcentages d’homologie sont plus élevés pour les acides
nucléiques que pour les acides aminés. C’est exactement ce qui se passe dans le cas du gène
SRYpour le même type de comparaison. Pour ce qui est du gène FN1, les pourcentages sont
aussi élevés pour les acides nucléiques que les acides aminés. Le gène FNJ serait donc un
gène plus stable au niveau de ses séquences. finalement, pour le gène FGF9, on observe un
plus faible pourcentage d’homologie entre les séquences en acides nucléiques qu’entre les
séquences en acides aminés. Ce qui suggère que les mutations qui sont survenues lors de
l’évolution n’ont pas affecté la séquence protéique en tant que telle. Ainsi, il semble y avoir
des pressions de mutations différentes pour les trois gènes en questions qui les ont amenés à
évoluer différemment au cours du temps.
4.3 COMPARAISON DES SÉQUENCES 5’FLANQUANTES DES
GÈNES VNN1 et PN1 ENTRE LES ESPÈCES.
Deux types d’analyses comparatives ont été faites sur les séquences 5’flanquantes
des gènes VNNÏ et PN1 chez le porc, l’humain et la souris. La première consistait à définir
des gros blocs de séquences homologues qui pouvaient exister entre les séquences
promotrices porcine, humaine et murine. Pour définir un gros bloc d’homologie, nous
avons choisi des séquences de plus de 50 nucléotides qui possède plus de 60%
d’homologie. Pour un fragment de promoteur de 5kb en amont du codon du début de la
transcription, le gène VNN1 porcin possède six gros blocs d’homologie d’au moins 60% de
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similarité avec la séquence promotrice du gène VNN1 humain, alors que la séquence
promotrice murine ne contient que deux petits blocs d’homologie d’au moins 60% avec la
séquence humaine. Les positions de ces blocs ne sont pas identiques, mais leur ordre est
conservé. C’est un patron qui a déjà été observé pour d’autres promoteurs impliqués lors de
la détermination et la différenciation du sexe (Boyer et aï., 2002; Pilon et al., 2003). Ainsi,
la forte similarité qui a été démontré antérieurement entre la séquence codante porcine et
humaine du gène VNNJ se reflète aussi au niveau des séquences génomiques. Ces
observations suggèrent que pour une taille de 5kb, les promoteurs humain et porcin sont
relativement bien conservés, alors que la séquence murine est moins bien conservée.
En ce qui concerne le gène PNJ, à l’intérieur d’un fragment de 3,4kb de séquence
génomique, 5 blocs d’homologie d’au moins 60% ont été retrouvés entre la séquence
porcine et la séquence humaine, alors que 7 blocs d’homologie d’au moins 60% ont été
retrouvés entre la séquence murine et la séquence humaine. La position des blocs est
différente, mais encore une fois leur ordre relatif est conservé. De façon générale, les
séquences génomiques des trois espèces semblent être plus similaires entre elles que les
séquences génomiques du gène VNNJ. En effet, il y a quatre régions qui sont conservées
entre tes trois espèces dans le cas du gène PNI, aLors qu’il n’y en a aucune dans le cas du
gène VNNÏ. Il en est de même pour les séquences codantes du gène PNJ, où l’écart de
pourcentage d’homologie entre la séquence murine et la séquence humaine est moins grand
que l’écart qui existe entre la séquence murine et humaine pour le gène VNNJ. Il est donc
possible d’avancer l’hypothèse que le gène FN] puisse être contrôlé de façon semblable
chez les trois espèces.
Cette même étude comparative a été effectuée antérieurement avec les séquences
5’flanquantes du gène SRYet du gène DMRT] chez différentes espèces (Pilon et al., 2003;
Boyer et al., 2002). Les résultats obtenus corrélaient avec le fait que le porc était plus relié
à l’humain que l’était la souris. Par contre, l’expression d’un gène marqueur GFP contrôlé
par des séquences S’flanquantes de 4,Skb du gène SRY porcin dans les crêtes génitales de
souris transgéniques ont démontré que des éléments importants pour l’expression
temporelle et l’expression tissu spécifique de SRY étaient conservés entre les espèces de
mammifères (Daneau et aÏ., 2002). De plus, chez ces même souris, l’expression du
transgène est semblable, mais pas identique au promoteur Sry murin (Daneau et al., 2002).
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Une autre expérience de souris transgénique où le gène marqueur GfP est contrôlé par des
séquences 5’flanquantes du gène DMRTJ porcin a démontré une expression identique à
celle observée avec le promoteur Dmrtl murin (Boyer et al., 2002). Ainsi, ces études de
comparaisons de promoteur ne sont là qu’à titre indicatif et elles ne sont pas suffisantes.
Pour tirer des conclusions définitives, il est nécessaire d’aller vérifier in vitro et in vivo ces
hypothèses pour pouvoir les confirmer.
Une fois la recherche des gros blocs d’homologie effectuée, une deuxième analyse
comparative a été faite sur les séquences 5’flanquantes des gènes VNN1 et PN1, mais cette
fois de façon plus ponctuelle. Encore cette fois, cette étude allait seulement nous permettre
de poser des hypothèses. Elle consistait en un premier temps à dénombrer et répertorier
tous les sites potentiels de liaisons de facteurs de transcriptions impliqués lors de la
détermination du sexe sur les séquences 5’flanquantes des gènes VNNJ et FNJ porcin,
humain et murin. À première vue, des sites pour tous les facteurs de transcriptions analysés
(SRY, SOX9, WT1, SF1, GATA, LHX9) ont été retrouvés sur la séquence 5’ftanquante
porcine du gène VNN] porcin. Dans le cas de la séquence 5 ‘flanquante du gène PNJ porcin,
seul le site de liaison consensus de LHX9 n’a pas été retrouvé. On peut proposer trois
hypothèses, soit que le facteur LHX9 n’a aucun effet sur l’expression du gène porcin à
l’intérieur du 3,4kb analysé, soit qu’il a un effet, mais son site de liaison est encore inconnu
ou tout simplement qu’il y a un effet indirect sans se lier à l’ADN (via des interactions
protéine-protéine avec d’autres régulateurs transcriptionnels). Contrairement à l’étude de la
conservation des blocs d’homologie, les sites de liaisons ne semblent pas garder une
position ou un ordre conservé entre les espèces. Ce patron de manque de conservation a
déjà été noté antérieurement (Brunelli et al., 2003)
De façon générale, pour chaque facteur de transcription à l’étude, il y a moins de
sites de liaisons potentiels retrouvés sur la séquence 5’ flanquante du gène VNN1 murin que
sur les séquences porcine et murine. Alors que dans le cas du gène PNJ, il semble y avoir
autant de possibilités chez la souris que chez le porc ou l’humain. Ces constatations
viendraient rejoindre ce qui a été précédemment observé dans l’étude de conservation de
gros btocs d’homoLogie entre les espèces.
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Cinq sites de liaisons potentiels ont été retrouvés à l’intérieur des six régions
conservées entre les séquences humaine et porcine du gène VNNJ. Parmi eux, on en
retrouve un pour le facteur 50X9, un pour le facteur SRY et trois pour le facteur SF1. À
l’intérieur des deux régions conservées entre la souris et l’humain, aucun site potentiel
conservé n’a été déterminé. À cette étape, il était donc possible de croire qu’au moins un
des trois facteurs (50X9, SRY ou SF1) puisse agir directement sur la transcription du gène
VNNJ porcin et humain. Par contre, il était possible aussi que d’autres facteurs de
transcription puissent quand même avoir un effet sur la régulation. En effet, il se peut que
les sites de liaisons ne se situent pas nécessairement à l’intérieur des grandes régions
conservées et il se peut que d’autres sites de reconnaissance encore inconnus puissent
permettre la liaison d’un de ces facteurs. Aussi, il est connu qu’un facteur de transcription
peut fonctionner autrement que par un site de reconnaissance à l’ADN. En effet, il peut
faire une liaison avec un autre facteur de transcription qui lie l’ADN. C’est seulement par
des études in vitro qu’il nous sera possible de déterminer quels facteurs ont un effet direct
sur la régulation du gène VNNJ porcin, humain et murin.
Pour ce qui est du gène PN], il y a cinq sites de liaisons qui ont été retrouvées à
l’intérieur des quatre régions conservées entre les trois espèces. Il y a deux sites potentiels
pour le facteur WT1, deux sites pour le facteur SF1 et un site pour les facteurs GATA. Il
était donc intéressant d’observer si au moins un de ces trois facteurs peut avoir un effet
direct sur la régulation du gène PNJ porcin.
4.4 ÉTUDE DE RÉGULATION DES GÈNES VNN1 ET PN1 PORCINS
DANS LES CELLULES CV-1
L’analyse des sites potentiels de liaison sur le promoteur des gènes VNN] et FNJ
porcins a permis de poser des hypothèses sur les facteurs qui pourraient avoir un effet direct
sur leurs expressions. Par contre, c’est à l’aide d’études in vitro qu’il est possible de
déterminer quels facteurs peuvent réellement avoir un effet. Des séquences 5’flanquantes
du gène VNNI (5kb) et du gène FNI (3,4kb) ont été insérées respectivement dans un
vecteur rapporteur en amont du gène de la GFP. Chacune des constructions a été co
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transfectée dans des cellules CV-1 (modèle hétérologue) avec des quantités croissantes
d’ADNc de différents facteurs de transcription impliqués lors de la détermination du sexe
(SRY, $0X9, WT1, SF1, GATA, LHX9). Les cellules CV-1 sont des fibroblastes de rein
de singe vert qui n’expriment pas les gènes normalement impliqués dans les crêtes
génitales.
4.4.1 Effet contradictoire de Gata4 murin sur la régulation des gènes
VNNJ et PN1 porcin
Dans le cas du gène VNNI porcin, le facteur Gata4 murin inhibe l’expression de la
GfP. À une concentration de l00ng/puits de facteur Gata4, l’expression du promoteur est
réduite d’environ 2 fois par rapport au contrôle sans Gata4 murin. Pour ce qui est du gène
PN] porcin, c’est le contraire. Gata4 murin (ÏOOng/puits) active d’au moins 2 fois
l’expression du promoteur PN1 porcin. Ainsi, un même facteur peut avoir deux effets
différents sur des promoteurs différents. Des analyses de transfections qui utilisent les
mêmes cellules CV-1 ont montré que GATA4 pouvait réguler l’expression du gène MIS et
de plusieurs autres enzymes impliquées lors de la stéroïdogénèse (Tremblay et al., 1999).
Cette activation implique une interaction protéine-protéine avec le facteur SF1 permettant
une activation synergétique des gènes ciblés (Tremblay et al., 2001). Sur le promoteur du
gène FN1 porcin (f ig. 21), il existe un site de liaison potentiel intéressant (-1151) pour les
facteurs GATA qui est probablement conservée chez l’humain (-1507) et la souris (-1508).
Dans le cas du promoteur de VNN1 porcin, nous n’avions pas prévu de séquences
consensus potentiellement conservées entre les trois espèces. Par contre, il existe des sites
en dehors des régions conservées chez le porc qui pourraient être potentiellement reconnus.
4.4.2 Effet de SOX9 sur la régulation des gènes VNN1 et PNJ porcin
Nous avons observé que le facteur de transcription SOX9 porcin pouvait
transactiver le promoteur VNNJ porcin d’environ 2 fois par rapport au contrôle sans SOX9
porcin. Dans la littérature, il a été démontré que SOX9 était un régulateur essentiel du
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promoteur du gène MIS (de Santa Barbara et aÏ., 1998). 50X9 possède un élément de
liaison conservé sur le promoteur de MIS qui est requis pour la transactivation de MIS. De
plus, 50X9 agit en synergie avec le facteur Sf1 pour maintenir de hauts niveaux
d’expression de MIS. Chez la souris, une mutation dirigée au niveau du site de liaison du
facteur SOX9 sur le promoteur MIS abolit l’expression de MIS (Arango et al., 1999). Sur le
promoteur du gène VNNJ porcin (FigurelO), nous avons dénombré au moins trois sites de
reconnaissance pour le facteur SOX9. Par contre, aucun de ces trois sites n’est conservés
entre les trois espèces. SOX9 semble avoir plusieurs cibles dans les testicules en
développement ; en plus de MIS, il a été démontré que SOX9 pouvait transactiver le
promoteur porcin du gène SRY (Pilon et al., 2003) et le promoteur de Sf1 (Shen et al.,
2002). Récemment, il a été démontré qu’un nouveau gène humain, KIAA 0800,
préférentiellement exprimé dans les testicules en développement pouvait être transactivé
par 50X9 (Zhao et aÏ., 2002). Pendant la chondrogénèse, 50X9 est connu pour contrôler
de multiples gènes (Bell et aÏ., 1997 ; Lefebvre et al., 1997 ; Sekiya et al., 1997 ; Xie et al.,
1999). Lorsqu’on substituait le facteur 50X9 porcin par le facteur Sox9 murin, nous
observions le même type d’activation. Sox9 murin semble reconnaître le promoteur du gène
VNN1 porcin tout comme le facteur 50X9 porcin. Ceci n’est pas surprenant étant donné
que le gène SOX9 est fortement conservé entre les espèces contrairement au facteur SRY.
Pour ce qui est du promoteur FNI porcin, 50X9 porcin et murin n’ont démontré aucun
effet sur l’expression du marqueur GFP. Ces résultats semblent logiques par rapport aux
observations faites lors de notre analyse de sites potentiels où nous n’avions pas trouvé de
séquences consensus conservées entre les trois espèces pour le facteur SOX9.
4.4.3 Le facteur SOX9 porcin inhibe la transactivation du gène PNJ
porcin produit par le facteur GAIA4
De nos jours, un concept émerge concernant la régulation des gènes requis pour la
différenciation sexuelle. Ce concept propose que ces gènes soit contrôlés par des
interactions coopératives entre les différents facteurs de transcriptions, facteurs clés de la
détermination du sexe. Ce concept se base surtout sur les observations faites avec le gène
de différenciation sexuelle le plus étudié le gène MIS. Dans le cas de la régulation du gène
MIS, S0X9 interagit physiquement avec Sf1 tout comme WT1 et GATA4 et ces
191
interactions induisent une activation synergique du gène MIS. (Tremblay et Viger, 1999
Arango et al., 1999). De plus, l’effet de ces interactions peut être antagonisé par DAX1 via
une interaction avec Sf1 (Swain et aï., 199$). Comme il a été mentionné plus haut, nous
avons observé que le promoteur FNJ porcin pouvait être transactivé seulement par le
facteur Gata4 munn. Suite à ce résultat, notre premier réflexe a été de vérifier si l’effet de
GATA4 pouvait être optimisé par quelconques partenaires. C’est le contraire que nous
avons observé. En fait, le facteur SOX9 semble inhiber l’effet de transactivation du
promoteur par GATA4. Lorsqu’il est seul, le facteur 50X9 porcin ne semble pas capable
d’affecter directement l’expression du marqueur GfP sous le promoteur PN1 porcin. C’est
lorsqu’il est co-transfecté en même temps que le facteur Gata4 murin qu’il se produit une
diminution de l’activation normale de Gata4. L’expression de la GFP revient au même
niveau que le contrôle sans Gata4 murin. À ce jour, dans la littérature, on dénombre
certains cas de facteurs qui inhibent l’expression de gènes dans le cadre du développement
des testicules. Il y a des études de culture de cellules et une étude de souris transgénique
(Swain et aÏ., 1998) qui suggère que DAXI peut inhiber l’expression d’un certain nombre
de gènes qui contrôlent le développement sexuel mâle, probablement en inhibant leur
activation causée par SF1. De plus, tout récemment, des études de transfections ont
démontré que le TNFa supprimait le promoteur MIS qui était activé par le facteur SF1
(Hong et al., 2003). Finalement, il a été montré qu’un cofacteur utilisé par la famille GATA
appelé Friends of GATA2 ou f0G2 et lorsque co-exprimé avec le facteur GATA4 lors du
développement des gonades pouvait inhiber l’activation transcriptionnelle de GATA4
(Roberts et al., 2002).
4.4.4 Comparaison de l’effet du facteur SOX9 sur les promoteurs VNN1
porcin, humain et murin
Suite à l’observation de l’effet d’activation du facteur 50X9 sur le promoteur VNNJ
porcin dans les cellules CV-1, nous avons vérifié les effets de ce même facteur, mais sur les
promoteurs humain et murin de ce même gène. II s’est avéré que les facteurs 50X9 porcin
et murin n’avaient aucun effet sur les promoteurs humain et murin, contrairement au
promoteur porcin. Si on retourne à la comparaison des sites potentiels de reconnaissance
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pour le facteur $0X9 sur les promoteurs des trois espèces (f igure 10), on observe un seul
site potentiel connu de $0X9 sur la séquence murine et il n’est pas conservé entre les
espèces. Le résultat in vitro n’est donc pas surprenant. Pour ce qui est de la séquence
humaine, il y a trois sites potentiels, mais seulement un qui est potentiellement conservé
entre l’humain et le porc (-119). Il est possible que ce site ne soit véritablement pas reconnu
par le facteur SOX9. Ainsi, à première vue, il est possible de croire que l’effet du facteur
$0X9 est spécifique à l’espèce et que d’autres facteurs agiraient directement sur les
promoteurs humain et murin. Il suffirait de tester l’effet des autres facteurs tels que SRY,
WT1, $f 1, LHX9 et GATA4 sur ces deux promoteurs.
L’activation du promoteur VNNJ porcin par SOX9 est par contre assez faible (2X).
Néanmoins, il ne faut pas écarter le fait qu’il pourrait exister des séquences sur le
promoteur capable d’inhiber l’effet de $0X9. Une longueur de 5kb de promoteur du gène
VNN-] porcin donne un assez grand fragment et il y a plus de chances d’englober des
séquences qui feraient interférer les effets des facteurs de transcription entre eux. Il faudrait
alors vérifier in vitro l’effet du facteur $0X9 sur un plus petit fragment de promoteur
porcin.
À ce jour, peu de choses sont connues sur la régulation transcriptionnelle des gènes
VNNJ, FNJ et FGf9. Pour ce qui est du gène VNN], son expression est augmentée dans le
foie de souris suite à un traitement avec le di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) (Wong et
Giil, 2002) et suite a un traitement avec deux agonistes différents du « peroxisome
proliferator-activated receptor alpha» (PPAR alpha) Wy- 14,643 et fenofibrate (Yamazaki
et aÏ., 2002). Aucune étude de régulation directe ne semble avoir été effectuée. Dans le cas
du gène FN1, il semble que le promoteur humain serait régulée par $pl via des liaisons
avec des éléments riches en GC dans la région 5’ proximale (Guttridge et al., 1996). Des
mutations ponctuelles dans le site de liaison « E-box» qui abolissent la liaison d’un facteur
« upstream stimulatory factor» (USF) augmente l’activité transcriptionnelle du promoteur
PNJ (Erno et al., 1996). De plus, les facteurs de transcription Krox semblent pouvoir
contrôler l’expression de PnI de rat (Erno et al., 1996). Finalement, pour le gène fGf9, il a
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été identifié comme étant une cible transcriptionnelle de la « beta-cateninlT-cell factor»
dans les adenocarcinomes endométrioïdes ovariens (Shwartz et al., 2003).
finalement, il semble que le marqueur GfP n’est pas idéal pour des études in vitro.
En effet, nous avons observé que le bruit de fond de la fluorescence est assez élevé. Il serait
alors possible d’utiliser le marqueur de la luciférase qui semble plus sensible que la GFP
comme marqueur. La luciférase est couramment utilisée lors d’études de transfection. Il est
possible d’obtenir un bon ratio entre le signal spécifique et le bruit de fond. Les avantages
d’un marquage à la GfP il n’implique pas une réaction enzymatique, il n’a pas besoins de
substrats et la lecture de la fluorescence se fait relativement facilement. Par contre, le
désavantage, c’est l’autofluorescence des cellules qui augmentent le bruit de fond. Les
avantages d’un marquage à la luciférase il y a un bruit de fond minimal qui augmente la
chance de détecter un signal spécifique.
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Dans le cadre de mon projet de maîtrise, j’ai tenté de caractériser trois nouveaux
gènes candidats potentiellement impliqués lors de la détennination du sexe VNNJ, FN] et
fGf9. Dans un premier temps, j’ai cloné l’ADNc porcin de ces trois gènes. Les séquences
en acides nucléiques et les séquences en acides aminés des gènes porcins VNN], FN] et
fGf9 ont différents niveaux de conservation entre les espèces. Le gène fGF9 étant le plus
conservé et le gène VNNJ étant le moins conservé.
Dans un deuxième temps, j’ai développé une double stratégie de clonage qui m’a
permis d’obtenir 5kb de région promotrice pour le gène VNN1 porcin et 3,4kb de région
promotrice pour le gène FNJ porcin. Les séquences ont été comparées avec les séquences
humaine et murine disponibles dans les banques de données et j ‘ai observé des similarités
et des différences entre les espèces.
Dans un troisième temps, les séquences promotrices ont été insérées dans un vecteur
rapporteur, en amont du gène marqueur GFP. Ces constructions m’ont permis de faire des
études de transfections transitoires dans les cellules CV-l. Ces études m’ont permis de
déterminer si au moins un des facteurs de transcription clés de la détermination du sexe,
soit SRY, SOX9, LHX9, WTÏ, SF1 ou GATA4 pouvait avoir un effet direct sur
l’expression des gènes VNNJ porcin et PNI porcin. Il s’est avéré que les facteurs 50X9
porcin et Sox9 murin pouvaient transactiver le promoteur du gène VNNJ porcin. Par contre,
ils ne pouvaient pas transactiver les promoteurs humain et murin du gène VNNJ. De plus,
j’ai observé que le facteur Gata4 murin pouvait inhiber l’activité basale du promoteur
VNNÏ porcin. Tous les autres facteurs testés (SRY, LHX9, WT1 et SF1) n’ont démontré
aucun effet direct dans notre système. Par contre, d’autres modèles de cellules hétérologues
en plus des CV-1 auraient pu être utilisés.
Dans le cas du gène PN] porcin, seul le facteur Gata4 murin avait un effet direct sur
l’expression du marqueur GFP. Contrairement au gène VNNJ, le facteur GATA4 avait un
effet activateur. SOX9 porcin n’avait aucun effet direct lorsqu’il était co-transfecté seul.
Néanmoins, j’ai observé que le facteur SOX9 porcin pouvait annuler l’effet de
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transactivation du promoteur PNJ porcin par le facteur Gata4 murin. Les interactions de ces
deux facteurs sur le promoteur FN] porcin restent à préciser.
Ainsi, à mes yeux, les résultats obtenus ainsi que le travail effectué constituent une
importante contribution à nos connaissances sur la détermination du sexe chez les
mammifères. Ces études sont seulement les prémisses à d’autres études qui augmenteront la
valeur de mes trouvailles.
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Ainsi, nos études ont permis une meilleure compréhension de la régulation des
gènes VNN] et FN] lors de la détermination et de la différenciation du sexe chez
différentes espèces de mammifères. Par contre, nos études ne sont que les prémisses d’une
longue liste d’expériences à suivre... Dans un premier temps, il serait intéressant de faire
des études de délétion sur les promoteurs VNNJ et FN1 porcins afin de déterminer les vrais
sites de reconnaissance des facteurs SOX9 et GATA4 sur le promoteur VNNJ porcin et du
facteur GATA4 sur le promoteur FN] porcin. Étant donné que les facteurs de transcription
fonctionnent sous forme de complexe pour activer ou inhiber un gène, il serait bien de faire
des études de co-transfection en faisant différentes combinaisons de facteurs (SOX9, SRY,
SF1, WT1, GATA4, DAXÏ et LHX9). Ces études permettraient d’identifier des partenaires
de 50X9 lors de la transactivation du promoteur VNN1 porcin, des partenaires de GATA4
lors de l’inhibition du promoteur VNN] porcin et lors de la transactivation du promoteur
PN] porcin. Dans le but de compléter notre analyse comparative in vitro de la régulation du
gène VNN1 entre les espèces, nous pourrions tester l’effet des autres facteurs de
transcription (SRY, WT1, SF1, LHX9, DAX1 et GATA4) sur les promoteurs humains et
murin. finalement, il serait possible d’observer si les gènes VNN] et PN] porcin sont
directement reconnus dans un contexte de crêtes génitales porcine. Les cellules CV-1 qui
ont été utilisées dans les études que nous avons présentées n’expriment pas les gènes
normalement exprimés dans des crêtes génitales mâles en développement. Le laboratoire
possède néanmoins une lignée de cellule de crêtes génitales porcines appelé les PGR9E1 1
qui expriment les facteurs de transcriptions impliqués lors de la détermination du sexe
(Pilon et al., 2003).
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